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GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS LIC EN BIOLOGIA MOLECULAR

FUNDAMENTACION

Desde hace mds de medio siglo, los cientificos han tratado de utilizar los conceptos
fundamentales y las técnicas de la Quimica para comprender la biologia de los seres vivos. La
Biologia Molecular emergié hace algunas décadas tomando las reglas de la Biologia, la Quimica, la
Medicina y la Genética. En este contexto, la Quimica Bioldgica le aporta el conocimiento de la
metabolizacion y utilizacién de los principales grupos de macromoléculas tales como carbohidratos,
lipidos, proteinas, 4cidos nucleicos, y de sus sillares: monosacdridos, dcidos grasos, aminodcidos y
nucledtidos, respectivamente, para la produccién de energia y la biosintesis de estructuras celulares y
de otros compuestos con actividad bioldgica, indispensables para la vida. Ademds, a partir de la
Quimica Bioldgica, el bidlogo molecular es capaz de comprender los mecanismos de regulacion de las
distintas vias catabdlicas y anabdlicas, en diferentes situaciones fisioldgicas, y termina adquiriendo

una visién integral de las interrelaciones metabdlicas.

OBJETIVOS DEL CURSO

Al finalizar el Curso de Quimica Bioldgica, se espera que el alumno sea capaz de:

1.- Comprender las propiedades generales de las enzimas y analizar sus caracteristicas
cinéticas y mecanismos de regulacion.

2.- Formular las principales vias metabdlicas de degradacién y biosintesis, analizando las
reacciones enzimdticas fundamentales, las relaciones entre los diferentes metabolismos y los
mecanismos de regulacion.

3.- Describir los procesos de obtencién de energia metabdlica y su utilizacién en los distintos
procesos biolégicos.

4.- Explicar la funcién de las hormonas en la regulacién de los procesos metabdlicos.

5.- Integrar las distintas vias metabdlicas y su funcionamiento en diferentes situaciones

fisioldgicas.
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GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS LIC EN BIOLOGIA MOLECULAR

PROGRAMA SINTETICO

Bolilla 1: ENZIMAS. Caracteristicas generales. Cinética. Mecanismos de regulacion.

Bolilla 2: ENZIMAS DE OXIDO REDUCCION. Cadena respiratoria. Fosforilaciéon oxidativa.
Metabolismo de xenobiéticos.

Bolilla 3: METABOLISMO. Caracteristicas generales. Digestion y absorciéon de carbohidratos.
METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS. Glicdlisis. Metabolismo del glucégeno.

Bolilla 4: CICLO DE KREBS.VIA DE LAS PENTOSAS.Ciclo de Krebs. Naturaleza anfibdlica. Via
de las Pentosas. Importancia metabdlica. Biosintesis de glucosa: gluconeogénesis.

Bolilla 5: LIPIDOS. Digestién y absorcion. METABOLISMO: transporte de lipidos en el sistema
circulatorio. Lipoproteinas. Degradacion de dcidos grasos saturados. Beta oxidacion. Oxidacién de
dcidos grasos no saturados. Cuerpos ceténicos.

Bolilla 6: METABOLISMO DE LIPIDOS. Biosintesis de acidos grasos saturados. Biosintesis de
triglicéridos y fosfoglicéridos. Metabolismo del colesterol. Acidos Biliares.

Bolilla 7: METABOLISMO DE AMINOACIDOS. Destino del grupo amino. Ciclo de la Urea.
Destino del esqueleto carbonado. Importancia metabdlica. Biosintesis de aminodcidos.

Bolilla 8: METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS PURICOS Y PIRIMIDINICOS. Sintesis Yy
degradacion. Importancia metabdlica. Catabolismo de purinas y pirimidinas.

Bolilla 9: METABOLISMO DEL HEMO. Biosintesis y degradacién. Pigmentos biliares.

Bolilla 10: HORMONAS: SU PAPEL EN LA REGULACION METABOLICA. Caracteristicas
generales. Clasificacién. Propiedades. Receptores. Sistemas de transmisién de sefiales. Principales
reguladores de las vias metabdlicas: insulina, glucagén, adrenalina, glucocorticoides.

Bolilla 11: INTEGRACION METABOLICA. Papel regulador del ATP. Requerimientos de poder
reductor. Centros de control de las principales vias metabdlicas. Perfil metabdlico de los 6rganos mas

importantes. Ciclo ayuno-alimentacién.

Se realizan trabajos practicos de laboratorio y problemas de aula. Los trabajos de laboratorio tienen
por objeto ensefiarle al alumno el uso de materiales bioldgicos, el manejo de instrumental y diferentes
metodologias necesarios para analizar distintos procesos metabdlicos. La resolucién de problemas y
ejercicios permiten fijar, aclarar y aplicar los conceptos tedricos sobre los distintos temas, los cuales

seran orientados de acuerdo a cada una de las Carreras para las que se ofrece este Curso.
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Programa de T.P de Aula y Laboratorio (Lic. en Biologia Molecular)

a)Trabajos Practicos de Aula

TP N° 1 (Aula): Enzimas. Purificaciéon enzimatica. Unidades. Enzimas alostéricas. Isoenzimas.
Enzimas reguladas por modulacién covalente.

TP N°2 (Aula): Transporte electréonico. Cadena respiratoria. Inhibidores. Fosforilacién oxidativa.
Inhibidores y desacoplantes. Control respiratorio.

TP N°3 (Aula): Metabolismo de carbohidratos (primera parte): Via glicolitica. Balance energético.
Ciclo de Krebs: Regulacion. Balance energético.

TP N°4 (Aula): Metabolismo de carbohidratos (segunda parte): Metabolismo del glucégeno.
Regulacién. Via de las Pentosas: Regulacion. Balance energético.

TP N°5(Aula): Metabolismo de lipidos. Lipoproteinas. Degradacion de 4cidos grasos. Regulacion.
Biosintesis de dcidos grasos. Regulacion.

TP N° 6(Aula): Metabolismo de Aminoacidos y Nucledtidos. Metabolismo de Aminoacidos.
Transaminaciéon. Desaminaciéon Oxidativa. Ciclo de la Urea: Costo energético. Importancia.
Metabolismo de nucleétidos: nucledtidos puricos, sintesis y degradacion, regulacion. Metabolismo
de nucleétidos pirimidinicos: sintesis, regulacion, requerimientos de cofactores.

TP N°7 (Aula): Interrelaciones Metabolica.

b) Trabajos Practicos De Laboratorio

TP N°1 (Laboratorio): Bioseguridad en el Laboratorio. Introduccién al manejo de instrumental de
laboratorio. Curvas de Calibracién. Importancia.

TP N°2 (Laboratorio): Metabolismo de Hidratos de Carbono: Determinacién de Glucosa y LDH
en Plasma en un Modelo Experimental Animal.

TP N°3 (Laboratorio): Metabolismo de Lipidos: Determinacién de Colesterol Total y Triglicéridos,
Electroforesis de Lipoproteinas, en Plasma en un Modelo Experimental Animal.

TP N°4 (Laboratorio): Metabolismo de Aminoacidos: Determinacion de actividad de GOT y GPT
por método cinético y colorimétricoen Plasma e Higado en un Modelo Experimental Animal.

TP N°5 (Laboratorio): Metabolismo de Nucleotidos: Determinacion de Acido Urico en Plasma en

un Modelo Experimental Animal.
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REGLAMENTO DE TRABAJOS PRACTICOS - APROBACION DE PARCIALES
ALUMNOS REGULARES

1. Los alumnos conocerdn, al comenzar el cuatrimestre, las fechas y los temas de los trabajos précticos
de aula y de laboratorio, como asi también las fechas de las Evaluaciones Parciales. Todo lo
mencionado serd informado en el avisador de la asignatura.
2. La fundamentacion tedrica de los trabajos préicticos se encontrara desarrollada en las clases tedricas
asi como en la guia de trabajos précticos.
3. La bibliografia de cada uno de los temas a desarrollar estard a disposicién de los alumnos en el Area
de Quimica Bioldgica y se les dard a conocer la que se encuentra para consulta en Biblioteca.
4. Los conocimientos del alumno sobre la fundamentacion tedrica de los Trabajos Pricticos, serdn
evaluados antes, durante, o al final del desarrollo de los mismos.
5. Cada alumno llevard un cuaderno o carpeta en el que consignard los resultados y observaciones, a la
manera de informe de los Trabajos Pricticos realizados. Al final de cada jornada el Jefe de Trabajos
Préacticos podra revisar y constatar los resultados obtenidos.
6. Para la aprobacién de los Trabajos Précticos el alumno deberd obtener resultados adecuados,
responder satisfactoriamente las preguntas y cuestionarios de trabajos practicos, y para ser considerado
alumno regular en el curso deberd aprobar las Evaluaciones Parciales programadas y haber asistido al
menos al 60% de las clases tedricas.
7. De acuerdo a la reglamentacién vigente (Ord. N° 13/03 y su modificatoria Ord. N° 32/14) los
alumnos deberan aprobar el cien por ciento (100%) de los Trabajos Practicos y de las Evaluaciones
Parciales sobre los mismos.
8. Por las mismas reglamentaciones, los alumnos tendrdn dos (2) oportunidades de recuperacién de los
Trabajos Pricticos de laboratorio y aula, debiendo aprobar en primera instancia el 75% (o su fraccion
menor) de los trabajos practicos completando la aprobacidon del noventa por ciento (90%) en la
primera recuperacion. En la segunda recuperacién debera totalizar la aprobacién del cien por ciento
(100%) de los Trabajos Practicos.
9. Para poder rendir cada evaluacién parcial, los alumnos deberdn tener aprobado el ciento por ciento
(100%) de los trabajos précticos cuyos contenidos se evalian en dicha evaluacién. Estas evaluaciones
podrén ser escritas u orales y se aprobaran con el 65% del puntaje total.
10. Teniendo en cuenta la Ord. N° 32/14, para ser considerado como alumno regular se deberd aprobar
el 100% de las Evaluaciones Parciales. Cada Parcial tendrd dos (2) recuperaciones. La primera
recuperacion se llevard a cabo en no menos de 48 horas de publicado el resultado del Parcial. La
segunda recuperacion se realizard al final del cuatrimestre. Ambas recuperaciones se aprobaran con el

75% del puntaje total.

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017

Péginas
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ALUMNOS CON PROMOCION SIN EXAMEN FINAL

Este Curso de Quimica Bioldgica considera la posibilidad de aprobacién por Promocién sin examen

final. Para acceder a dicha Promocion los alumnos deberan:

a- En el momento de inscribirse al curso, cumplir con las exigencias de correlatividades establecidas
en el plan de estudio para rendir el examen final de esta asignatura.

b- Cumplir con la asistencia al 80% de las clases tedricas.

c- Aprobar los trabajos préicticos de laboratorio y aula con igual exigencia que los alumnos regulares.
d- Aprobar cada evaluacién parcial con el 70% de los temas de la condicién regular mds el 70% de los
contenidos propios de la condicién promocional.

e- Aprobar una evaluacién adicional, de modalidad individual (oral) 6 escrita sobre los temas restantes
para completar el programa de la asignatura (sobre el tema Interrelacion Metabdlica)

f- Los alumnos que opten por la Promocién sin examen final tendrdn solo dos (2) recuperaciones para
todas las evaluaciones Parciales. Estas recuperaciones se aprobaran con el 75% del puntaje total.

g- Pérdida de la promocioén: en el caso de no satisfacerse algunas de las condiciones establecidas en
este reglamento, el alumno serd considerado regular si cumple con las respectivas condiciones de
regularidad.

h- La nota final de la materia sera igual al promedio de las calificaciones obtenidas en todas las

evaluaciones.

REGLAMENTO DE EXAMENES LIBRES

Sélo podran optar por rendir la asignatura en caricter de alumno libre aquellos que habiendo
realizado los trabajos practicos de laboratorio hayan perdido la condicién de regular por parciales
no aprobados.

De esta forma el alumno tendra que cumplimentar los siguientes requisitos:

1) Aprobar un cuestionario escrito sobre la fundamentacion teérica de todos los temas del Plan de
Trabajos Practicos, el que contendrd problemas de aplicacion.

2) Una vez aprobado el punto 1, se sorteard un tema del plan de trabajos practicos vigente, que los
alumnos desarrollardn en el laboratorio, previa aprobacion de un cuestionario escrito especifico
sobre el tema sorteado.

3) La realizacion del Trabajo de Laboratorio y los resultados obtenidos serdn supervisados por el
Jefe de Trabajos Practicos y considerado junto con el informe elaborado por cada alumno para su
aprobacion.

4) Cumplidos los requisitos de los puntos 1, 2 y 3, los alumnos estardn en condiciones de presentarse

al Examen Final.
AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017
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ATRIMESTRE

CRONOGRAMA DE TEORIAS Y TRABAJOS PRACTICOS

HORARIO TEORIAS:

MARTES
JUEVES

17:00 — 19:00 hs. (AULA MAGNA)
11:00 - -13:00 hs. (AULA 37)

HORARIOS DE T.P. DE AULA: VIERNES 10:00 a 13:00 (AULA 37)

HORARIOS DE TP DE LABORATORIO: MIERCOLES 9:00- 12:00

(LAB. QCA BIOLOGICA)

Pégina7

AGOSTO TEMAS

JUEVES 10 METABOLISMO. ENZIMAS (BOLILLA 1)

MARTES 15 ENZIMAS (CONT. BOLILLA 1)

MIERCOLES16 TP LABORATORIO N°1 - BIOSEGURIDAD Y CURVA DE
CALIBRACION.

JUEVES 17 ENZIMAS DE OXIDOREDUCCION. CADENA
RESPIRATORIA (BOLILLA 2)

VIERNES 18 TP AULA N°1: ENZIMAS

MARTES 22 CADENA RESPIRATORIA (CONT BOLILLA 2)

JUEVES 24 METAB. DE HIDRATOS DE CARBONO. DIGESTION
Y ABSORCION (BOL.3)

VIERNES 25 FERIADO

MARTES 29 METAB. DE HIDRATOS DE CARBONO. VIA GLICOLITICA
(BOLILLA 3).

MIERCOLES 30 TP AULA N°2. CADENA RESPIRATORIA Y
FOSFORILACION OXIDATIVA

JUEVES 31 METAB. DE HIDRATOS DE CARBONO. CICLO DE KREBS. (BOLILLA
4).
CONSULTA 1° PARCIAL

SEPTIEMBRE

VIERNES 1 1ER. PARCIAL: ENZIMAS. CADENA RESPIRATORIA.
MARTES 5 METAB. DE HIDRATOS DE CARBONO CICLO DE. KREBS (CONT.)

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017
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Y VIA DE LAS PENTOSAS. GLUCONEOGENESIS (BOLILLA 4)

MIERCOLES 6 TP LABORATORIO N°2- GLUCOSA Y LDH.
JUEVES 7 METAB. DEL GLUCOGENO. (BOLILLA 5)

VIERNES 8 RECUPERATORIO PRIMER PARCIAL

MARTES 12 DIGESTION Y ABSORCION DE LIPIDOS (BOLILLA 6)

MIERCOLES 13 TP AULA N°3: VIA GLICOLITICA Y CICLO DE KREBS.

JUEVES 14 LIPOPROTEINAS (CONT BOLILLA 6).
CONSULTA 2DO. PARCIAL.
VIERNES 15 TP AULA N°4: VIA DE LAS PENTOSAS Y METAB. DEL
GLUCOGENO
MARTES 19 DEGRADACION DE ACIDOS GRASOS (CONT. BOLILLA 6).
JUEVES 21 FERIADO
VIERNES 22 2° PARCIAL. METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO.
MARTES 26 BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS. CICLO DEL GLIOXILATO
(BOLILLA 7).

MIERCOLES 27 TP LABORATORIO N°3- COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS.

LIPIDOGRAMA
JUEVES 28 METABOLISMO DE LIPIDOS
VIERNES 29 RECUPERATORIO DE SEGUNDO PARCIAL
OCTUBRE
MARTES 3 METABOLISMO DE LIPIDOS
JUEVES 5 METABOLISMO DE AMINOACIDOS
VIERNES 6 TP AULA N°5: METABOLISMO DE LIPIDOS.
MARTES 10 METABOLISMO DE AMINOACIDOS

MIERCOLES 11 TP LABORATORIO N°4: ACTIVIDAD DE GOT Y GPT

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017
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JUEVES 12 METABOLISMO DE AMINOACIDOS
CONSULTA 3ER. PARCIAL
VIERNES 13 3° PARCIAL. METABOLISMO DE LIPIDOS
MARTES 17 METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS
MIERCOLES 18 TP AULA N°6A: METABOLISMO DE AMINOACIDOS
JUEVES 19 METABOLISMO DEL HEM
VIERNES 20 TP AULA N°6B: METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS
MARTES 24 RECEPTORES
MIERCOLES 25 TP LABORATORIO N°5 : ACIDO URICO
JUEVES 26 HORMONAS
VIERNES 27 RECUPERATORIO TERCER PARCIAL
MARTES 31 INTERRELACIONES METABOLICAS
NOVIEMBRE
MIERCOLES 1 TP LAB: INTEGRACION RESULTADOS DE TODOS LOS TP
DE LABORATORIO (ENTREGA DE INFORME)
JUEVES 2 CONSULTA 4° PARCIAL
VIERNES 3 4° PARCIAL. METABOLISMO DE AMINOACIDOS, NUCLEOTIDOS
MIERCOLES 8 TP. DE AULA- INTEGRACION METABOLICA:
EXPOSICION DE SEMINARIOS
VIERNES 10 RECUPERATORIO CUARTO PARCIAL

K DAS RECUPERACIONE

EMANA DEL 13 AL 17 DE IEMBRE EN FECHAS Y HORARIOS A ENIR

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017
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TRABAJOS PRACTICOS DE AULA
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TRABAJO PRACTICO DE AULAN® 1

ENZIMAS
Objetivos
Que el alumno sea capaz de:
v' Describir las propiedades generales de las enzimas.
v" Comprender la cinética enzimética y mecanismos de regulacion.
v Determinar graficamente los valores de Km.
v

Interpretar la accién de distintos tipos de inhibidores.

Introducciéon

Las enzimas catalizan pricticamente todas las reacciones biolégicamente importantes en un
organismo. Numerosas dreas de la biologia se han beneficiado con la aplicacién de los andlisis
enzimdticos. Son ttiles, por ejemplo en el estudio de las diferentes vias metabdlicas de los distintos
organismos, en el diagndstico de enfermedades tan frecuentes como el infarto de miocardio, la
hepatitis, la enfermedad obstructiva hepdtica y las distrofias musculares, o en procesos de sintesis y/o
purificacién de compuestos con actividad bioldgica. En un sistema en estudio, la actividad enziméatica
puede ser normal, elevada, baja o nula, segtin el caso.

Una reaccién catalizada por una enzima se puede esquematizar:

E +
S —» [ES] ——» E+P

Asi la actividad de una enzima puede determinarse midiendo la cantidad de producto formado o de
sustrato consumido, en un tiempo dado (por ¢j. 1 min.), en una mezcla que contenga todos los factores
requeridos para la reaccion. A fin de que la determinacién guarde relacién con la cantidad de enzima
presente, es necesario medir la velocidad inicial, es decir, aquella cantidad de producto formado/min, o
de sustrato consumido/min, obtenida cuando todavia la cantidad de sustrato consumido es
insignificante en relacién con la cantidad total presente de la mezcla.

Para medir la actividad de una preparacién enzimadtica se utilizan distintas expresiones, habitualmente
se indica en Unidades Internacionales.

Una Unidad de cualquier enzima es la cantidad que cataliza la transformacién de un micromol
(Ipmol = 10 mol) de sustrato por minuto, bajo condiciones definidas de pH y temperatura.

pmoles de Sustrato Transformado

Unidad de Enzima =

min.

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017
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Teniendo en cuenta que la mayoria de las enzimas son proteinas, con excepcién de ciertas
moléculas de ARN que actualmente se sabe poseen actividad catalitica, se determina la actividad
especifica que indica la pureza relativa de una preparacién enzimatica y relaciona la actividad

enzimatica, no ya al volumen de la muestra, sino al total de proteinas existentes en la misma.

pmol de S. transformado/min. (Unidad de enzima)

Actividad Especifica =

mg de proteinas

Un aumento de la actividad especifica indicard que del extracto enzimitico obtenido durante el
proceso de purificacién de una determinada enzima, se han ido eliminando proteinas que no tienen la
accion catalitica perseguida. La actividad especifica llega a ser mdxima y constante cuando la enzima
se encuentra al estado puro.

Una vez que se tiene la enzima al estado puro y se conoce su peso molecular, se puede calcular su
actividad molar o niimero de recambio que corresponde al nimero de moléculas (o moles) de
sustrato convertidos en producto por unidad de tiempo (minuto) por una molécula (o mol) de enzima,
trabajando en condiciones de saturacién de sustrato, lo que corresponde a la velocidad madxima en
presencia de un mol de enzima.

moles de sustrato transformado/min.

Indice de Cambio =

mol de enzima

Diversos factores modifican la actividad y deben ser tenidos en cuenta para determinar la actividad de
una enzima presente en una muestra. Ellos son: concentraciéon de enzima, concentracion de

sustrato, temperatura, pH, concentracion de cofactores y presencia o no de inhibidores.

Regulacion de la actividad enzimatica

La actividad de las enzimas en las células puede ser regulada por distintos mecanismos. En casi todas
las vias metabdlicas existen una 6 mds enzimas que actian como reguladoras y que pueden aumentar o
disminuir su actividad de acuerdo a sefiales especificas. Asi la actividad de las enzimas en las células
puede ser ajustada a los requerimientos fisiologicos, cambiantes momento a momento. Asi, de acuerdo
a su modo de regulacién, podemos hablar de: enzimas alostéricas y enzimas reguladas por

modificacion covalente.
Enzimas alostéricas.

En algunas vias metabdlicas, la enzima que cataliza la primera etapa de la serie suele ser inhibida por

el producto de la tltima reaccidon. Cuando la concentracién de ese producto final aumenta, y su sintesis

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017
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excede las necesidades de la célula, se frena el funcionamiento de la via reduciendo la actividad de la
primer enzima reguladora. En este caso se habla de regulacién por retroinhibicién y la enzima es
una enzima alostérica. Por ejemplo, la aspartato transcarbamilasa, que cataliza la primera reaccién en
la biosintesis de nucleétidos de pirimidina, es inhibida por citidina trifosfato (CTP) que es el producto
final de esa via metabdlica.

En la estructura molecular de las enzimas alostéricas, ademas del sitio catalitico, existen otros sitios
denominados reguladores, a los cuales se unen especificamente moléculas que ejercen accién
activadora o inhibidora sobre su actividad. Estos agentes se llaman moduladores, modificadores o
efectores alostéricos, que pueden ser positivos o negativos.

Estas enzimas estdn constituidas por varias subunidades polipeptidicas entre las cuales existe algin
tipo de comunicacién, que hace que cuando un modulador positivo o negativo se une a ellas produzca
un cambio de conformacién, que se transmite a las otras subunidades, de tal forma que favorece o
impide la unién del sustrato al sitio activo, segin se trate de un modulador positivo o negativo,
respectivamente.

La cinética de estas enzimas no sigue la de las enzimas michaelianas, sus curvas son sigmoideas.

A — — = = — 4——— Con activador
Actividad PR

enzimatica / Sin modulador

e
7
7
e

7 ™\.Con Inhibidor

v

[S]

Modificacion covalente.

Hay enzimas reguladas por agregado o sustraccién de grupos unidos covalentemente. Por ejemplo, la
glucégeno fosforilasa, enzima presente en musculo e higado que inicia la via de degradacién del
glucégeno. Esta enzima se encuentra en un estado de baja actividad llamada fosforilasa b, la cual es
convertida en fosforilasa a, activa, por adicién de restos fosfato (PO4*) que se unen al hidroxilo de
residuos de serina de la molécula de la enzima. Es decir que la actividad de estas enzimas es modulada
principalmente, por la insercién covalente de grupos PO4*, principalmente, como se muestra en el

esquema a continuacion:
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Cadena QOH OH Cadena
lateral | = | lateral
de Ser!* CH, CH, de Ser!4
} :
Fosforilasa b

(menos activa)

glucagén
~7 (higado)
2P; 2ATP
Fosforilasa a Fosforilasa b quinasa
fosfatasa (PP1)

20,0 2ADP< | @) adrenalina,
. ~<4ICa*], HAMP]

(misculo)

Extraido de: LEHNINGER, A.L.,

"Principios de Bioquimica", Ed. Omega,

Control por proteasas: activacion proteolitica. Zimégenos

Ciertas enzimas son producidas en las células de origen al estado de precursores inactivos
llamados zimogenos, proenzimas o preenzimas. La mayoria de estos precursores son proteinas simples
que se convierten en enzimas activas por un proceso de hidrélisis. Ejemplos de zimdgenos son algunos
componentes de los jugos digestivos, los cuales se activan al llegar a la luz intestinal. Por ej:
pepsindgeno, que en presencia de la acidez del estébmago se convierte en pepsina, la enzima activa.
Otro ejemplo es el tripsinégeno, secretado por el pancreas, el cual se hidroliza por la enteroquinasa a

tripsina, que es la enzima activa.

Isoenzimas.

Son diferentes formas moleculares de una misma enzima. Las isoenzimas tienen igual
especificidad de sustrato y diferente afinidad, es decir presentan distintos valores de Km y Vmax.
Por ejemplo: La hexoquinasa y la glucoquinasa (isoenzima IV de la primera) actiian sobre glucosa con

un Km de 0,1 mM y 10 mM respectivamente, catalizando la siguiente reaccion:
<___
Glucosa + ATP —— Glucosa-6-fosfato+ ADP + Pi
Debido a que poseen diferente estrutura aminoacidica y por lo tanto, distinto PM y/o carga, las

isoenzimas se pueden separar por electroforesis en gel. Otra enzima que posee diferentes isoenzimas y

ha sido bastante estudiada, es la lactato deshidrogenasa. Esta presenta cinco isoenzimas, cada una de
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las cuales con una composicién aminoacidica diferente y una localizacién tisular especifica. Asi, sus
isoformas H4, H3M1, H2M2, HIM3 y M4, poseen el mismo sustrato (piruvato o lactato, segtn el
sentido de la reaccién) y catalizan la siguiente reaccion:
Piruvato + NADH «—» Lactato + NAD"
La distribucién relativa de la actividad enzimética entre las cinco formas es caracteristica para

cada tejido dependiendo de la funcién del mismo.

PROBLEMAS DE APLICACION

1)- Un investigador estaba tratando de purificar la acetilcolinesterasa de cerebro de rata por medio
de diversas técnicas. El reporté sus datos en la siguiente tabla pero omitié calcular algunos valores ttiles.

Paso de purificacién Actividad total Proteina total

(umol/min) (ng)

Homogenizado de tejido fresco 556.7 33,340.0
Precipitacion con (NHy),SO, 556.7 1,070.0
DEAE-celulosa 289.5 124.0
Concentracion y didlisis 278.4 115.0
sephadex-G200 233.8 56.0
Cellex-P (intercambio catiénico) 139.2 55.4
DEAE-celulosa 89.1 11.3
DEAE-sephadex 66.8 11.1
Cromatografia de afinidad 46.8 4.8

a) Complete la tabla agregando las columnas de actividad especifica y el rendimiento obtenido luego de
cada paso de la purificacion.

b) Analice los resultados de la tabla e indique aquellos pasos que no contribuyeron a la purificacion,

2) La anhidrasa carbénica (AC) de los glébulos rojos (PM=30.000g/mol) se halla entre la mas activas de
las enzimas conocidas. Cataliza la hidratacioén reversible del anhidrido carbdnico, importante en el
transporte del CO, desde los tejidos a los pulmones:

AC
CO,+ H,O «— COsH+H"

Si 10 pg de la enzima pura catalizan la hidratacion de 0,30 g. de COz en 1 minuto a 37°C en las
condiciones Optimas, calcilese el nimero de recambio (Kcaf) de la anhidrasa carbénica en unidades
de min!.
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3) Laenzima aspartato transcarbamilasa (ATC) cataliza la primera reaccion propia de la biosintesis de
pirimidina:

ATC

Carbamil-fosfato+ L-aspartico » Carbamil-aspartico + fosfato

En un estudio cinético sobre esta enzima aislada de E.coli utilizando aspartico como sustrato, en

presencia de CTP 0,5 M y en ausencia del mismo, se obtuvieron los siguientes datos:

Aspartico (Molar) v (unidades arbitrarias)

Ausencia de CTP CTP 05M
1x1073 0,45 0,20
2x1073 0,80 0,40
3x10°73 1,70 0,70
4x1073 2,90 1,00
5x10°3 3,40 1,40
7x1073 4,30 2,40
9x10°3 5,10 3,70
10x 1073 5,30 4,20
12x10°3 5,60 4,80
15x10°3 5,80 5,50
16x 1073 5,80 5,60
17x1073 5,80 5,60

a. Sin utilizar ninguna representacion grafica estimese el valor de Km.
b. Calctilese este parametro utilizando la ecuacién de Michaelis Menten. ;Existe alguna
discrepancia entre estas dos determinaciones. Justificar.

c. (Qué efecto ejerce el CTP sobre el sistema enziméatico? Justifiquelo graficando.

4) La glucogeno fosforilasa es una enzima que regula su actividad por modificacién covalente de su
molécula. Esta enzima actiia sobre el glucdgeno liberando unidades de glucosa 1-fosfato. Cuando la
glucogeno fosforilasa estd fosforilada es activa (fosforilasa a) y cuando se desfosforila es inactiva
(fosforilasa b). Considerando este concepto, indique qué le ocurriria a la enzima en presenciade:

a. Fosforilasa Quinasa y ATP

b. Fosforilasa Fosfatasa

c¢. Que otra enzima del metabolismo del glucégeno se veria afectada y de qué manera, cuando actdan

a) 6 b).
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5) Un animal de experimentacién presenta un nivel plasmético de LDH total (enzima lactato
deshidrogenasa) de 400 UI/L. El valor normal estimativo de LDH total en el suero es de100- 200
Ul/1t. La elevacion de la actividad de LDH justificé hacer un andlisis del patrén deisoenzimas.

La elevacion de la actividad de LDH justificé hacer un andlisis del patrén de isoenzimas (Hs ,
HsM, HoMs,, HM3 y My) lo que determind una elevacion de las isoenzimas M4y HoMs.a) De
acuerdo a este resultado deduzca el origen de la lesion tisular. b) Defina isoenzima y el

fundamento de su separacién por electroforesis

6) Se realizaron estudios de inhibiciébn para una enzima presente en suero bovino. Se varié la
concentracién de sustrato a en ausencia y en presencia de tres concentraciones diferentes de inhibidores.

Encontrar:

a) El tipo de inhibicidn.

b) El valor de Km y Vmax.

Enzima: Transaminasa Glutamico Piravica.

v

[2hidroxisuccinico] 0.0 1.0 2.0 5.1

(mM)

[Sustrato] 4 [Glu](mM) Velocidades iniciales (umol / min / mgProt)
0.6 0.59 0.48 0.38 0.24
1.4 1.12 0.91 0.78 0.51

2.9 1.63 1.43 1.19 0.87
5.2 1.94 1.70 1.64 1.19
8.0 2.19 1.94 1.94 1.56
10.3 2.28 2.06 1.99 1.74
16.0 2.32 2.33 2.24 1.89
25.1 2.62 2.53 2.25 2.09
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GUIA DE ESTUDIO
Introducciéon
1- Caracteristicas principales de las enzimas (tipo de estructura, especificidad, velocidad).
2- Aplicaciones. Nomenclatura, clasificacion.
3- Concepto de sitio activo y de sustrato
4- Coenzimas y grupos prostéticos. Caracteristicas estructurales, similitudes y diferencias
5
6

Medidas de la actividad de enzimas. Significado.

Inhibicién. Tipos. Gréficas.

Isoenzimas y zimégenos
7- Definicién. Propiedades. Modo de separacién. Ejemplos.

8- Diferencias con zimdgenos o proenzimas. Ejemplos.

Enzimas reguladoras

9- Importancia de la regulacion metabdlica. Regulaciéon mediata e inmediata

10- Modificacién de la actividad de enzimas preexistentes. Tipos de enzimas reguladoras. Ubicacion
en las vias enzimaticas.

11- Enzimasalostéricas. Caracteristicas estructurales. Propiedades. ;Coémo se denominan los
modificadores de la actividad enzimatica? ;Qué entiende por retroinhibicién? Ejemplos

12- Modulacion covalente. Caracteristicas. Ejemplos.
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TRABAJO PRACTICO DE AULA N°2
TRANSPORTE ELECTRONICO-FOSFORILACION OXIDATIVA

Objetivos
Que el alumno sea capaz de:
v" Describir el transporte de electrones a través de aceptores que experimentan cambios
reversibles en su estado redox.
v" Comprender y explicar los mecanismos de transformacién de energia redox en energia
quimica en forma de ATP: fosforilacién oxidativa.

v' Interpretar la accién de inhibidores y desacoplantes sobre el transporte electrénico.

Introducciéon

Una de las funciones principales de las mitocondrias es la de transformar la energia de 6xido-
reduccién que se obtiene al degradar los alimentos, en energia quimica de enlaces anhidrido de dcido
del ATP. La mayor parte de la sintesis de ATP se realiza en condiciones aerdbicas, durante la
oxidaciéon completa de carbohidratos, dcidos grasos y aminodcidos. Los restos carbonados de estos
compuestos ingresan al Ciclo de Krebs, principalmente como Acetil-CoA, pero también como otros
intermediarios del ciclo, los cuales al ser oxidados hasta CO,y H»O, producen, a través de la accién de
deshidrogenasas, equivalentes de reducciéon (Hidrégenos y electrones) que son transportados a través
de la cadena respiratoria localizada en la membrana interna mitocondrial hasta el oxigeno, para formar
agua.

La energia redox del transporte electrénico se utiliza para expulsar H* al exterior de la matriz
mitocondrial, formdndose un gradiente de concentracién de H* en el espacio intermembrana, que al
ingresar a través del canal de la ATP sintetasa (Fi.Fo) proporcionan la energia necesaria para la sintesis

de ATP a partir de ADP y fosfato inorgéanico (Pi). El proceso se denomina fosforilacion oxidativa.

Fosforilacion oxidativa

La energia producida por la transferencia de electrones es aplicada a la sintesis de ATP.

La teoria quimiosmética sostiene que el proceso de transporte electronico actia como un sistema
translocador de protones desde la matriz hasta el espacio intermembrana, originando un gradiente de
protones y creando una diferencia de potencial eléctrico entre ambas caras. Como la membrana interna
es impermeable a los protones, estos solo la pueden atravesar por estructuras que permiten eludir la
apolaridad de la capa. Estos sitios corresponden a la fraccion proteica Fo del complejo Fi —Fy (ATP
sintetasa). Dos protones ingresan a la proteina Fo, que provee un canal idnico a través de la bicapa
lipidica y al llegar a Fi, se activa la ATP sintetasa y se genera ATP. En la siguiente figura se muestra

el pasaje de protones a través de la membrana y la sintesis de ATP.
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P;
ADP
Orocons H*
PDcceeeF,, H*
ADP p=—2H—=d — " 777" H*
o) H*
F, H*
MEMBRANA
ATP INTERNA
Hy,O INTERIOR EXTERIOR

Gradiente de Protones en la formacion de ATP. F, se considera un canal i6nico para los H*.

Inhibidores

Algunos compuestos actiian inhibiendo la transferencia de electrones y de este modo impiden la

sintesis de ATP.

Compuesto Comentario Modo de Accion

Rotenona Insecticida Impiden la transferencia electrénica

Amital Barbitirico: induce el suefio desde Fe-S a la Coenzima-Q

Clorpromazina Sedante

Antimicina A Antibiético Bloquea la transferencia electrénica
desde cit b a cit ¢

Cianuro Veneno Inhiben la citocromo oxidasa.

Monéxido de carbono Gas téxico Cianuro y azida reaccionan con la

Azida sédica Sustancia téxica forma férrica del hemo y el CO con
la ferrosa.

Otros inhibidores bloquean directamente la fosforilacion, pero al estar el sistema fuertemente

acoplado, la oxidacién también se bloquea.

Compuesto Comentario Modo de accion

Oligomicina Antibiético Bloquea el flujo de protones a
través de Fy .

Desacoplantes

Son compuestos que desconectan el acoplamiento que existe entre el transporte electrénico y la
fosforilacion oxidativa, impidiendo la sintesis de ATP sin inhibir el flujo de electrones hacia el O,.
Ejemplo: 2,4-dinitrofenol y dicumarol.

Estos agentes son sustancias liposolubles que se ubican en la membrana interna de la mitocondria y
descargan el gradiente de protones generado por el transporte electrénico.

Se comportan como ionéforos de protones haciendo regresar los mismos a la matriz mitocondrial. De
esta forma, promueven el flujo inverso de protones, a través de la membrana, disipando la fuerza

motriz protdnica e inhibiendo la sintesis de ATP.
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Inhibidores de la Fosforilacion Oxidativa

LaOligomicina es un antibiético derivado de los actinomicetes, que actia comoinhibidor de la
fosforilacion. El bombeo de protones continda hasta que se produce una saturacién del mismo y esto
provoca el cese del transporte. La fuerza protén motora se genera pero no es neutralizada por la
formacion de ATP, se produce, por lo tanto, una presion negativa que impide el transporte de

electrones.

ADP

NADH+H* NAD*

H*

; Sitios de accién de diversos inhibidores de los procesos de fosforilacién oxidativa y transporte de
electrones. i E
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membrana mitocondria
mitocondrial
interna

i

membrana
mitocondrial
externa

en la cadena
mas abajo,
esquivando

lazonadela

complejo ||

Extraida de “Metabolismo y nutricion”. Benyon, S.Harcourt Brace, 1998
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PROBLEMAS DE APLICACION

1) El grado de reduccién de cada transportador electronico en la cadena respiratoria estd determinado
por las condiciones existentes en la mitocondria. Dibtijese la analogia hidraulica apropiada con la
cadena respiratoria, para cada una de las condiciones indicadas:

(a) Aporte abundante de NADH y de O..

(b) Aporte abundante de O, pero no hay NADH.

(c) Aporte abundante de NADH y O,, pero se le anade antimicina

(d) Aporte abundante de NADH pero no hay oxigeno.

(e) Aporte abundante de NADH y de O, pero se le aflade cianuro.

Fp Q b ¢ aa Fp Q b ¢ a-as Fp Q b c¢ a-a;

(a) (b) (©)

Fp Q b ¢ aa; Fp Q b ¢ a-as

(d) (e)
2) (Cuadl es el efecto de cada uno de los siguientes inhibidores sobre el transporte electrénico y la formacién
de ATP por la cadena respiratoria?

a) Oligomicina ¢) Rotenona e) 2,4 DNF
b) Antimicina A d) Monéxido de carbono (CO)

a) Indicar la relacién P/O en cada uno de los items.

b) Efecto sobre el transporte de electrones y formacién de ATP
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3) El consumo de O; fue medido en tres vasos de Warburg que contenian losiguiente:

VASO A: VASO B : VASO C:
- mitocondrias de higado de rata -idem A -idem AyB
- 21 pmoles de a-cetoglutarato - + Hexoquinasa de levadura - + 2,4-dinitrofenol
- 30 pmoles de fosfato - + 35 pmoles de glucosa

- ATP, citocromo C y MgSOy4

Se graficaron las siguientes curvas con los resultados indicados. Explique las diferentes graficas.

Consumo de O;
(mm?)
C
150 -
B
100 -
A
50 -
5 10 15 20 tiempo (min)

4) Durante la Segunda Guerra Mundial se descubri6 que los trabajadores de las fabricas de municiones
perdian peso de forma rapida. Los estudios condujeron a la identificacién del agente causante: el 2,4
dinitrofenol que, aunque lleg6 a utilizarse en tratamientos adelgazantes, dejé de utilizarse debido a su

toxicidad. ;Cémo podria explicarse este efecto?
5) El grafico muestra el trazado obtenido en un oxigrafo al incubar particulas submitocondriales a 30°C y

a pH 7,5. Caracterice cada uno de los compuestos agregados (B, C, E, F, G, H).Justifique brevemente el

efecto de cada compuesto sobre la velocidad de consumo de O,.

B: ADP + Pi u Oligomicina E: 2,4-DNF u Oligomicina G: Malonato o Succinato

C: Rotenona o Antimicina F: Malonato o Succinato H: CN o Amital
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Concentracion
de O; A
A: NADH

E
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D: Succinato

GUIA DE ESTUDIO

Transporte electréonico

1- Mitocondrias. Estructura.

2- Clases de enzimas y transportadores de electrones. Potencial de reduccién

3- Ubicacidn de los transportadores en la cadena respiratoria. Complejos.

4- Inhibidores del transporte de electrones. Caracteristicas. Puntos de inhibicién. Ejemplos.

5- Estado redox de los transportadores antes y después de la inhibicién.

6- Desacoplantes, modo de accién. Ejemplos.

7- (De que manera afectan los inhibidores y los desacoplantes al transporte de electrones y al

consumo de oxigeno?

8- (Coémo se modifica la formacion de ATP en presencia de desacoplantes y/o de inhibidores?

9- Relacién fésforo-oxigeno (P/O).

10- Explique el accionar de Oligomicina.

Fosforilacion oxidativa
11- Complejo de la ATPasa. Localizacion. Estructura
12- Fosforilacién oxidativa. Translocasas.
13- Hipétesis quimiosmética. Justificacién experimental.

14- Control respiratorio por el aceptor
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TRABAJO PRACTICO DE AULA N°3
METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS. VIA GLICOLITICA-CICLO DE KREBS

Objetivos

Que el alumno adquiera los conocimientos que le permitan:
v" Comprender los mecanismos de digestion y absorcion de los hidratos de carbono.
v" Describir los mecanismos de transporte de monosacéridos a través de membrana.
v Formular las reacciones enzimaticas, indicando mecanismos de regulacion y balance
energético de la via glicolitica.
v' Describir la secuencia de reacciones que integran el ciclo de Krebs, enzimas, puntos de

regulacion, balance energético.

Absorcion intestinal de monosacaridos.

Sé6lo los monosacéridos son absorbidos en el lumen intestinal, por pasaje a través de las
células epiteliales de la mucosa hacia el torrente sanguineo.

El transporte de glucosa y galactosa a través del borde ciliado de la célula de la mucosa tiene
lugar por un proceso activo que requiere energia e involucra una proteina transportadora especifica y
la presencia de iones sodio. Este mecanismo de transporte tiene lugar en las células epiteliales del
intestino y en los tibulos renales.

Una vez que la glucosa ha sido absorbida a nivel intestinal, pasa a los capilares sanguineos por
difusion facilitada y de alli a la circulacién general para ser distribuida a los diferentes tejidos. Como
la molécula de glucosa no es lo suficientemente pequefia como para difundir directamente dentro de
las células, esta difusion es facilitada por una familia de transportadores de glucosa presente en las

membranas celulares de los diferentes 6rganos y tejidos.

DISTRIBUCION DE ALGUNOS TRANSPORTADORES DE GLUCOSA

Transportador | Localizacion Funcién

SGLUT-1 Membrana apical de las células intestinales | Especifico para glucosa y galactosa. Introduce
y renales. glucosa contra gradiente

GLUT-1 Presentes en las membranas plasmaticas de | Transporte basal de glucosa a las células a
casi todas las células fetales, en adultos se | velocidad relativamente constante (elevada
encuentran en cerebro, eritrocito, afinidad por glucosa)
fibroblastos

GLUT-2 Higado y células  del pancreas. Células Menor afinidad por glucosa que GLUT-1, sélo
epitelio intestinal, tdbulos renales. estdn activos cuando la glucemia esté elevada.

También transportan galactosa y fructosa.
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GLUT-3 Principal transportador en cerebro y
nervios periféricos
GLUT-4 Musculo esquelético, cardiaco y tejido Insulino-dependiente: misculo y adiposo
adiposo “almacenan” estos transportadores en vesiculas
intracelulares. En presencia de insulina, las
vesiculas se fusionan con la membrana
aumentando el nimero de GLUT-4. De este
modo insulina estimula la captacién de glucosa
por el musculo y tejido adiposo.
GLUT-5 Transporta fructosa

Afinidad: GLUT-4 > GLUT-3 > GLUT-1 > GLUT-2

Via glicolitica

La glicdlisis es una ruta central, casi universal, del catabolismo de la glucosa no solamente en

animales y plantas sino también en muchos microorganismos. En todas las células, el metabolismo de

los hidratos de carbono produce primero piruvato y lactato en anaerobiosis, en el citoplasma (ver

esquema). Esto se logra mediante intermediarios fosforilados con la formaciéon de una cantidad

limitada de ATP.

El piruvato producido en la glicélisis ingresa en las mitocondrias siendo oxidado alli a CO,y H.O

en aerobiosis con fosforilacién oxidativa y formacién de ATP asociada.

Rutas de “alimentacion” que conducen desde glucégeno y otros carbohidratos a la via glicolitica

Ademds de la glucosa, muchos carbohidratos se incorporan en tltimo término a la secuencia

glicolitica para experimentar degradacion que rinde energia. Por ejemplo, los monosacéridos fructosa,

galactosa y manosa.
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D-Galactosa

ADP

. Galactosa-1-P
pp— Fosforilasa a UDP-Glu

? Gal-1-P

uridiltranferasa

Glucogeno ATP ? Galactoquinasa
v

A\ 4
Glucosa-1-P + UDP-Galactosa
A 4-Epimerasa

A

Fosfogluc
(;1]25 SL;L ¢ UDP-Glucosa
g ATP
ADP .
Glucosa-6-fosfato
Hexoquinasa A
D-Manosa
Fosfogluco
HO OH Isomerasa
h | ATP
" O & 3 Hexoquinasa
H HO ADP
H OH ATP ADP y F o_sfomanosa v
_UIT isomerasa
OH H » Fructosa-6-fosfato =% Manosa-6-fosfato
D-Fructosa Hexoquinasa
ATP
ATP ? ADP ? Fosfofructoquinasa
ADP Fructoquinasa 9
Fructosa

1,6 difosfato
Fructosa-1-fosfato

Fructosa I-fosfato ldolasa
aldolasa
»

Glceraldehido + Fosfato de = > Gliceraldehido-3-fosfato
dihidroxiacetona

Triosafosfato
isomerasa

Triosaquinasa

7o
ATP ADP
En la mayor parte de las células, las enzimas que promueven la glucélisis se hallan presentes en el
citosol de la célula. Por el contrario, las enzimas de la fase aerdbica en la oxidacion de carbohidratos,

se hallan localizadas en la membrana interna y en la matriz mitocondrial de las células eucariotas.

Péginaz 9
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H—c=0 )
ESQUEMA DE LA VIA GLICOLITICA
H—1C—OH
HO—*C—H
H—*C—OH
H—C—on
Glucé 6C
i H.'C—OH GLucosa
Almidon

) ATPD Hexoquinasa
2 \i ADP Mg2+
v

Glucosa-1-P  ————  Glucosa-6-P Glucosa-1-Pe<——— «——— Galactosa
— 7

<«
Fosfoglucomutasa

Fosfoglucoisomerasa
Mg2+
F 6P < Manosa
Fructosa ructosa-6-P < Fructosa
) ATPDl 6-Fosfofructoquinasa
Fructoquinasa

ADP Mg2+
Fructosa-1,6-bisfosfato

Fructosa-1-P

Fructosa-P
Aldolasa Aldolasa

P-de Dihidroxiacetona H—‘c=0 Triosa fosfato *CHOH Glicerofosfato CHOH

i i { deshidrogenasa
Gliceraldehido H—*C—OH ST 5 g—0 - 8 > HO—C—H
Gliceroquinas *CH,0-FO,” 'CHO-FO,” CH,0-FO,
Gliceraldehido-3-fosfato Fosfato de NADH+H'

NAD' L-a-Glicerofosfato
dihidroxiacetona
NAD’

2Pi
Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa

2 NADH+H'

0= C—0-FO;
H— C—OH  1,3bisfosfoglicerato
CHO-FO,”
. ADPD Fosfoglicerato quinasa
2ATP Mg2+
00~
H— C—OH 3-fosfoglicerato
CHO-FO,
Fosfoglicerato mutasa
Mg2+
00~
H— C—0-PO,”  2-fosfoglicerato
CHOH
Enolasa

Mg2+
CO0~

H20

f —0-F0, Fosfoenolpiruvato
l
CH,
2ADP
D Piruvato quinasa
2ATP Mg2+, K+
. i 2 NADH+H' ) = 2 NADH+H' 2NAD"
Ccoo “NRD Ccoo co,
HO— (\:—H < — CI:O > H—?:O = » CHOH
CH, Lactato deshidrogenasa | CH, Piruvato descarboxilasa CH, Alcohol deshidrogenasa ~ CH,
L-Lactato Piruvato Acetaldehido Etanol
N
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Puntos de Regulacion de la Glicélisis.

Como en todas las rutas metabdlicas la velocidad de la glicdlisis estd sujeta a control, el cual se

realiza en tres etapas, donde estdn involucradas tres reacciones quimicas irreversibles:

1° Punto de Control: A nivel de la Hexoquinasa. La actividad de la enzima es regulada por la

concentracién de su principal producto, la glucosa-6-fosfato, el cual inhibe su actividad.

2° Punto de Control: A nivel de la Fosfofructoquinasa, 1a cual es una enzima alostérica, por lo tanto,
su actividad es regulada por varios efectores. Su actividad es incrementada por el ADP, AMP y
fructosa 2,6 bisfosfato y es inhibida por ATP, NADH, Citrato y Ac. Grasos de cadena larga. Este

es el principal punto de control de la via glicolitica.

3°Punto de Control: A nivel de la Piruvato quinasa. Es activada por la fructosa-1,6- bisfosfato y es
inhibida por el ATP. También es regulada por fosforilacion reversible, siendo inhibida por el AMP.y

el Ca**

Sistemas lanzadera o conmutadores de hidrégeno

En condiciones aerdbicas, los equivalentes de reduccién del NADH+H*, que se generan en el citosol a
partir de la glucdlisis, deben ser translocados al interior de las mitocondrias a fin de, por un lado,
reoxidar el NADH para que la glucélisis pueda proseguir, y por otro, ceder dichos equivalentes a la
cadena de transporte electronico y obtener energia en forma de ATP. La impermeabilidad de la
membrana mitocondrial interna al NADH exige que la translocacién de H desde el citosol a la cadena
de transporte electronico sea llevada a cabo por sistemas conmutadores de H localizados en la
membrana interna de las mitocondrias. Existen dos sistemas conocidos hasta ahora y esquematizados
en la figura: la Lanzadera del Glicerofosfato, abundante en musculo esquelético y cerebro (a), y la de

Malato-Aspartato, muy activo en higado, rifién y corazén (b).
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MEMBRANA MEMBRANA

EXTERNA INTERNA
CITOSOL MATRIZ
MITOCONDRIAL
Dihydroxyacetone
NADH phosphate DHAP
M (DHAP)
Glicerol-3-P

deshidrogenasa

NAD* G3P G3P

(a)
MEMBRANA MEMBRANA

EXTERNA INTERNA
NADH Oxalacetato: Glu : > Glu Oxalacetato NADH
H / /’ = ‘\ H*
Sistema
Transportador
Asp — Asp
aKG aKG
Sistema
/ . Transportador \\
NAD' Malato 1‘ I Malato NAD*

(b)

Ciclo De Krebs

El Ciclo de Krebs o Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos, es una secuencia de reacciones que
constituye la ruta central comiin para la degradacién de los restos carbonados que, en forma de Acetil-
coenzima A, derivan del catabolismo de carbohidratos, dcidos grasos y aminodcidos.

El Ciclo esta catalizado por un sistema multienzimdtico que acepta como combustible al grupo
acetilo de Acetil-coenzima A, degradandolo hasta CO,y pares de H y e". Estos tltimos son conducidos
a través de una cadena de transportadores de hidrégenos y electrones, hasta el O, aceptor final, que se
reduce y forma H,O, en lo que se denomina “cadena respiratoria”.

Estas secuencias de reacciones enzimdticas tienen lugar en los organismos aerobios. En
aerobiosis, el 4cido pirdvico proveniente principalmente de la degradacién de la glucosa, sufre una
descarboxilacién oxidativa catalizada por el complejo multienziméatico de la piruvato deshidrogenasa,

produciéndose acetil-coenzima A.

Descarboxilacion oxidativa de piruvato

El piruvato obtenido en la via glicolitica en el citosol, en condiciones aerébicas ingresa a la

matriz mitocondrial a través de un transportador de la membrana interna de estas organelas, donde sera
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metabolizado a acetil CoA por el complejo multienzimatico de la Piruvato deshidrogenasa. Este
complejo estd constituido por tres enzimas: Piruvato descarboxilasa o E;, Dihidrolipoil transacetilasa
o E», y dihidrolipoil deshidrogenasa o E3, y requiere de cinco coenzimas: pirofosfato de tiamina, acido
lipoico, coenzima A, FAD y NAD.

CH, _ CO,
| Piruvato dcshndrogena:y’ CH,

C=0
| _ Pirol'osl'am\‘ CO~~S—CoA
CO.0 NAD" de tiamina NADH+H*

Acida lipoico
Piruvato Coenzima A - FAD Acetil-CoA

El NADH producido en esta reaccion transfiere los electrones a la cadena respiratoria donde se

unen a oxigeno para dar agua, en el proceso se obtienen 3 ATP desde ADP.

Mecanismo de reaccion

H
|

r'm, ¢o.o"
== H,C—C—0H A
NIC\C"Cﬂ-\ . co.0° g é___s d:«’;’:‘:::::ua
I = . | El
Cem=C~CH,~CH,~0—P)=0-F) + C=0 —»-N
C i L
HC™ NSy S ! ¢ N\
CH, Hy c-l C— co,
CH,
Pirofosfato de tiamina (PPT) Piruvato Sc representa solo of
miscieo tiazol dei PPT
H
1
H,C-?—OH o Dihidrobpost
Camn PPT il transacetilasa
/ s S~A.C—CH, E2
* / / e
—_— N L l B L\
SH CoA—SH
Ca=C~ : - .
(I:H, A«;.locf‘g: ;;ZZ"CO Acetil lipoato
Acctakichide activo
l./SH Lipoil desthideogenasa |3 L/s
Nsh F o/ *:\ou. Ns
A Al
Acido lipoico Acido lipoico
(reducido) (oxidado)
NAD NADH + H"

CoA—S~.CO~CH,
Aceril - CoA

Fig. 13-7. Erapas de la descarboxilacion oxidativa del piruvata
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CICLO DE KREBS
Acetyl-CoA
1
CH3—C—S-CoA
@ H20
Condensation CoA-SH
citrate =
synthase CH,—COO0
O0=C—CO00~ HO—C—COO™
(IIH COO™ CH,—COO™
2! St Dehydration
Dehydrogenation Oxaloacetate Citrate
N\ H,0
aconitase
dehydrogenase
COO~
HO—(llH CH,—COO™
Malate _
(|3H2 (lﬁll—COO cis-Aconitate
COO~ (ll—COO_
H
® 1 -
Hydration "
4 fumarase aconitase |
H,0 Hydration
(IIOO’ CH,—COO~
CH =
H—C—COO
Fumarate |l | Isocitrate
l HO—CII—COO‘
COO~ H
succinate isocitrate @
dehydrogenase dehydrogenase / Oxidative
\ decarboxylation
Dehydrogenation -
(EHz—COO ) a-ketoglutarate ?Hz——COO CO;
CH, succu;]yl-CoA dehydrogenase CH,
[ _ synthetase complex _
00 S CH,—C00™ §—c00
Succinate =

CoA-SH

Substrate-level
phosphorylation

+P;

CH,
(")—S-CoA

GDP O
(ADP) Succinyl-CoA

a-Ketoglutarate
CoA-SH

CO,

®

Oxidative
decarboxylation

Extraido de: LEHNINGER, A.L., "Principios de Bioquimica", Ed. Omega, 4° ed, 2008.

Regulacion del Ciclo de Krebs

Indirectamente el ciclo de Krebs estd controlado por el complejo de la Piruvato deshidrogenasa,

el cual estd regulado mediante fosforilacion reversible, siendo inhibido por ATP, AcetilCoA y NADH

y es estimulado por insulina y el Ca** (este ultimo aumenta en el ejercicio muscular intenso y estimula

la fosfatasa).
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ATP NADH  Acetil CoA
\ PDH-lQuinasa /

PDH activa PDH-inactiva
(desfosforilada) (fosforilada)
Insulina Ca*t

(en el tejido adiposo)
El ciclo propiamente dicho estd regulado en tres puntos principales:
1°Punto de Control: A nivel de la citrato sintasa la cual es inhibida por el ATP y por NADH

2°Punto de Control: A nivel de la Isocitrato deshidrogenasa, esta enzima es estimulada
alostéricamente por ADP y es inhibida por NADH y ATP.

3°Punto de Control: A nivel de laa-cetoglutarato deshidrogenasa, esta enzima estd regulada de
forma analoga al complejo piruvato deshidrogenasa.

Extraido de “Metabolismo y nutricion”. Benyon, S. Harcourt Brace, 1998.
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Funcién anaplerética del Ciclo de Krebs

Varios de los intermediarios del Ciclo estan relacionados con otras vias metabdlicas, sirviendo de
puntos de entrada de sustratos al Ciclo y asegurando una adecuada concentracién de intermediarios. A
su vez, estas relaciones metabdlicas posibilitan el aporte de intermediarios del Ciclo de Krebs, que
actiian como precursores en distintos procesos anabdlicos. El Ciclo es, por lo tanto, una via anfibélica.
Los intermediarios del ciclo de Krebs salen del mismo para actuar como precursores de muchas
rutas biosintéticas, dando lugar a productos que en el esquema que sigue se indican con flecha doble.
Con los nimeros 1, 2, 3, 4 y 5 se muestran 5 reacciones anaplerdticas que reemplazan los

intermediarios consumidos en el ciclo.

)
&9
. #
e —l # 11 VAT ) o} —\
\
@ ||
Sy
piruvato B
carboxilasa aceti] CoA
sintesis de \\ sintesis de
nucleétidos ' o S ATTcitrato acidos grasos
o proteinas 2 R s A iasa
P <G==> oxalacetato citrato mmm—lp> acetil CoA

V.4
oA sintesis de
/ \ colesterol

cido del
ATC

dcidos ~~
grasos de
cadena impar

sintesis de
nucledtidos
o proteinas

sintesis de hemo

@] » reacciones biosintéticas —» reacciones anapleroticas: «reponers productos intermedios)

Extraido de “Metabolismo y nutricion”. Benyon,S. Harcourt Brace (1998)
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PROBLEMAS DE APLICACION

1) A varios medios de cultivos inoculados con levaduras se agregd glucosa en igual concentracién. A
los 3 minutos se determind la glucosa por el método de la glucosa oxidasa y los resultados fueron
aproximadamente de 0,8 g/l. Posteriormente se agregé a cada uno, en forma individual, las sustancias
que se detallan en la columna A y a los 30 minutos se determiné glucosa obteniéndose los resultados
indicados en la columna B.

Una con una flecha los datos de la columna B con la columna A segiin lo esperado para el consumo de
azucar en cada condicidn. En el tubo testigo la concentracion de glucosa a los 30 minutos fue de 0,20

g/l.

COLUMNA A COLUMNA B (Glucosa g/l)
1.- Nada (Testigo) 0,75
2.- AsO4* 0,20
3.- NaF 0,20
4.- Citrato 0,75
5.- AsOs* +PO4> 0.75
6.- lodoacetato 0,10

2) En dos tubos diferentes se incubaron extractos celulares de musculo de conejo (tubo A) y de
levaduras (tubo B) con fosfato y glucosa marcada isotépicamente con '“C en forma uniforme, en un
medio anaerdébico con azida sédica ( NaN3) a pH= 5 y 30° C. Las medidas de radiactividad, en
alicuotas iguales de medio, antes de agregar las células (t=0) y luego de 1 hora de incubacién se

muestran en la siguiente tabla:

% de radiactividad
T (min) Tubo A Tubo B
0 100 100
60 99 65
a) (Qué explicacién encuentra para estos resultados?
b) Construya una tabla con los valores tedricos de % de radiactividad que esperaria encontrar si

el experimento se realizara en idénticas condiciones pero con 1- “C glucosa.

c) Igual que b) pero con 3-"*C glucosa.

3) En la primera reaccién de la glic6lisis, la enzima hexoquinasa usa ATP para transferir un grupo fosfato

a la glucosa y formar glucosa-6-fosfato. El producto continta la glicdlisis para ser oxidado a piruvato,
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precursor del acetil-CoA que se oxidara en el ciclo del é4cido citrico. Suponer que una célula dispone
s6lo de glucosa para obtener energia y que la actividad hexoquinasa es de repente detenida en esta
célula. ;Cudl de las siguientes condiciones se producird?

a) La célula continuard produciendo energia mediante el transporte electrénico mitocondrial

b) La célula continuard produciendo ATP mediante el ciclo del acido citrico

¢) La célula serd finalmente incapaz de producir ATP

d) La célula estard forzada a disparar la fermentacion para producir ATP

e) El consumo de oxigeno por la célula estard incrementado.

4) Seiidlese la posicidn del carbono isotdpico en el dcido citrico, cuando se incuban los siguientes
compuestos marcados isotOpicamente:

f) 3-"C —Piruvato b) 2-*C- Piruvato ¢) 5-“C- Fructosa-6-fosfato

5);Cudl es el rendimiento en ATP cuando cada uno de los siguientes sustratos es oxidado
completamente a CO, por un homogenato celular? Supéngase que la glicdlisis, el ciclo del dcido citrico
y la fosforilacion oxidativa son completamente activos.

a. Piruvato. b) Lactato. c) Fructosa-1,6 difosfato.

6) El oxalacetato mitocondrial es precursor de muchos aminodacidos. ;Qué rol cumple el piruvato en el
ciclo del 4cido citrico a medida que el oxalacetato es utilizado en la biosintesis de aminoécidos? ;Cémo

se repone el oxalacetato en las células animales?

GUIA DE ESTUDIO

Metabolismo de carbohidratos- Digestion y Absorcién
1- Difusién facilitada: entrada de glucosa a las células del tejido muscular, adiposo, higado, eritrocitos,

cerebro. Familia de transportadores de glucosa.

Via glicolitica:

2- Reacciones, enzimas y cofactores de la fase preparatoria y de las etapas de 6xido-reduccién

3- Definicién de la siguiente terminologia: Glicélisis. Glucdégeno-génesis.  Glucdgeno-lisis.
Gluconeogénesis.

4- (En qué lugar de la célula se encuentran las enzimas que catalizan las reacciones de la via
glicolitica?

5- Accidn de la hexoquinasa (isoenzimas I, IT y III) y de la isoenzima IV: glucoquinasa Diferencia en

la afinidad por la glucosa (valores de Km y Vm).

Pégina3 8

6- Estudio o analisis de cada una de las reacciones.
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7- Accidn de inhibidores: iodoacetato, fluoruro, arseniato.

8- De acuerdo a las necesidades metabdlicas y energéticas de célula ;Cudl es el destino de la glucosa-
6-fosfato?

9- Producto final de la glicélisis anaerébica en levaduras y misculo en contraccién 'y en  aerobiosis.
Efecto Pasteur. Rendimiento energético.

10- Importancia de la regeneracién de NAD en la reaccién catalizada por la lactato deshidrogenasa y
alcohol deshidrogenasa . Lanzadera del glicerofosfato.

11- Balance energético de la glicdlisis anaerdbica.

12- En que 6rgano se encuentra la enzima glucosa-6-fosfatasa y cudl es su funcion.
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Regulacién.
13- Describa las etapas fisiol6gicamente irreversibles. ;Cudles son las enzimas que regulan la

velocidad de la via? ;Qué compuestos actian como moduladores positivos y negativos?

Conversion de piruvato a acetil CoA

14- Enzimas y cofactores que intervienen en el complejo de la piruvato deshidrogenasa. Regulacion.
Irreversibilidad

Ciclo de Krebs
15- (En qué lugar de la célula se llevan a cabo las reacciones del Ciclo de Krebs? Procedencia de la
acetil CoA.
16- Formular todas las reacciones del ciclo con nombre de las enzimas y coenzimas.
17- ;Cudles son las enzimas que regulan la velocidad del ciclo? Indicar sus moduladores.
18- Papel anfibdlico del ciclo:
a) /Qué intermediarios del ciclo pueden servir como precursores de otras vias metabdlicas?
b) ;Cémo se reponen los mismos?. Describir las principales reacciones anaplerdticas.
19- Balance energético desde acetil CoA y desde piruvato.

20- Balance energético de la oxidacién completa de una molécula de glucosa.
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TRABAJO PRACTICO DE AULA N°4

METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO. ViA DE LAS PENTOSAS.
METABOLISMO DEL GLUCOGENO
Objetivos
Que el alumno sea capaz de:
v' Describir la secuencia de reacciones que integran la via de las pentosas, enzimas, destino de
los productos (NADPH, Ribosa 5-fosfato), interrelaciones con la via glicolitica.

v Formular las reacciones de degradacion y sintesis de glucégeno, regulacién y control

hormonal.

Introduccion. Via de las pentosas

La glucosa-6-fosfato puede catabolizarse por una ruta alternativa, la Via de las Pentosas.
Dentro de los objetivos fundamentales de esta via esta la formaciéon de NADPH, utilizado
principalmente en la sintesis de 4cidos grasos y esteroides, como asi también la produccién de ribosa-
S-fosfato, necesaria para la sintesis de nucleétidos y acidos nucleicos. Esta ruta posibilita también la

interconversion de varios carbohidratos de 3, 4, 5, 6 y 7 atomos de carbono, relacionandolos con

la via glicolitica.

LIC EN BIOLOGIA MOLECULAR

(a) Fase oxidativa
NADPH + H™ NADPH + CO,
cH,0—0 cH— o—o H.0
OH i S uc OH i H,c OH
1 HO— c H
G Glucosa 6-fosfo- Fosfo-
OH H 6-fosfato gluconolactonasa Hc OH gluconato Hc OH
o Jeshvdro;endsx & H(::_ON deshidrogenasa H(IZ—OH
cH—o—O cH—o—O
Glucosa-6-P 6-fosfoglucono 6-fosfogluconato Ribulosa-5-P
lactona
(b) Fase no oxidativa
o H CH,—OH o H
N N
\tl:/ e Transcetolasa \tl:/
—
HC—OH & HO—CH - B > HC—OH -
1 1 Ribulosa-5-fosfato
cH—o—O HC—OH HC—OH isomerasa
HC—OH HC—OH
Gliceraldehido =
i CH,_O_O
cH—o—4D
Sedoheptulosa Ribosa-5-P
7-P
Transaldolasa H e -OH
c=O0 J
HO—CH . =
Ribulosa-5-fosfato
H<|2—°H epimerasa
cH—o—D
Xilulosa-5-P
(I:H,—on CH,—OH
= o H = o H
im Nez == et
HO—CH T HO—CH T
HC—OH + HC—OH R\ HC—OH + MG O
HC—OH HC—OH Transcetolasa HC—OH cH—o—
T
cH—o—D cH—o—D cH—o—D
- Gliceraldehido
[ Fructosa-6-P ] [ Eritrosa-4-P ] Fructosa-6-P -3-P
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Metabolismo del glucégeno.
En el higado, el glucdgeno sirve de depdsito de glucosa. Por degradacion del glucégeno se libera
glucosa la cual pasa a la sangre para su distribucién a otros tejidos. En el misculo, el glucégeno se

degrada para proporcionar energia en forma de ATP para la contraccién muscular.

a) Glucogenogénesis
La formacién de glucégeno a partir de glucosa se lleva a cabo, principalmente, en higado y
musculo. Es un proceso anabdlico que requiere energia y estd regulado principalmente por la enzima

glucdégeno sintasa.

b) Degradacion del glucogeno o glucogenolisis

El glucégeno es una forma de almacenamiento de glucosa facilmente movilizable a través del
proceso denominado glucogendlisis. Es un proceso que utiliza enzimas diferentes a la via anabdlica
siendo la enzima reguladora la glucdgeno fosforilasa.

La glucogendlisis se lleva a cabo por la accidn secuencial de dos enzimas, la glucogeno-
Josforilasa y la fosfoglucomutasa, produciéndose primero la eliminacién secuencial de residuos de
glucosa-1-fosfato del extremo no reductor de la molécula de glucégeno, y luego la conversiéon a
glucosa-6-fosfato por accion de la mutasa.

La Glucégeno fosforilasa, cataliza la reaccién general:

Glucégeno+ Pi ,Glu-1-P + Glucégeno
(n residuos) Glucogeno (n-1 residuos)

Josforilasa

Esta enzima que se halla en el miisculo e higado, constituye en ejemplo importante de enzima
reguladora, modulada por modificacién covalente de la molécula de enzima e interconversion entre
sus formas activa e inactiva.

La Glucosa-1P asi formada puede degradarse hasta dcido lactico en el misculo o
transformarse en glucosa libre en el higado.

La glucogeno sintasa y la glucogeno fosforilasa estan reguladas en forma reciproca por un

ciclo de fosforilacion-desfosforilacion, cuando se estimula una enzima se inhibe la otra.

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017

Pégina4‘ 1



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS

Glucoquinasa

GLUCOSA

ATP
M g++ D
ADP

GLUCOSA-6-FOSFATO

L

Pi
Glucosa-6-fosfatasa
H.O

Mg** Fosfo-glucomutasa

UTP LUCOSA-1-FOSFA
PPi UDPG-pirofosforilasa
Enzima desramificant
UDPG
Polimero Glucdgeno / AMPe Glucogeno
Glucosa sintasa (-) (+) Fosforilasa
UDP Pi
Enzima
Ramificante
GLUCOGENO
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ESTIMULA CION HORMONAL DE LA DEGRADACION DE GLUCOGENO

estrés ESTIMULO hipoglucemia
MEDULA PANCREAS

ADRENAL /

Adrenalina Glucagon

Membrana celular :

[

Adenilato ciclasa

ATP > AMPc + PP;
Proteina Quinasa A@_' Proteina Quinasa A ©+ AMPc ® —> 5 AMP
(inactiva) 1 (activa) Fosfodiesterasa
ATP + Fosforilasa » Fosforilasa + ADP
Quinasa Quinasa-P
Ca2* (en musculo) fosfatasa (activa) l
Modulador positivo
ATP + Glucégeno Fosforilasa b «—————Glucogeno Fosforilasaa + ADP
(inactiva) Fosforilasa (activa)
fosfatasa
Glucégeno + P; — Glucosa-1-P
fosfoglucomutasa
Glucosa-6-P
CELULA HEPATICA Glu-6- fos{amsa
Glucosa + P

A
|

Glucosa sanguinea

O@ : Centro catalitico regulador

@ :subunidad catalitica.
@ :subunidad reguladora.
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Gluconeogénesis

Es el proceso de biosintesis de glucosa y glucégeno a partir de compuestos no glucidicos (por ejemplo
alanina, aspartato, glicerol, etc). Esto permite obtener glucosa cuando en la dieta no se ofrecen suficientes
carbohidratos y en situaciones como el ayuno, y algunas patologias como la diabetes no tratada, donde la
célula no puede utilizar glucosa como fuente de energia.

El requerimiento de glucosa es indispensable en algunos tejidos (sistema nervioso y glébulos rojos) y ante
las situaciones mencionadas previamente, la célula recurre a esta via para proveer la glucosa necesaria.

En humanos, el higado es el 6rgano principal donde se realiza el proceso, y es por lo tanto el que aporta la
energia, ya que es un proceso costoso. Se realiza en dos compartimentos: citosol y matriz mitocondrial.

La gluconeogénesis no es simplemente el camino inverso de la glucdlisis, pues las reacciones irreversibles,
no permiten regresar por el camino inverso. Son necesarias otras reacciones o desvios para saltear las
reacciones irreversibles de la glucdlisis y poder realizar el proceso. En la via glicolitica, la reaccién de
piruvato quinasa es irreversible por lo tanto, la célula incorpora el piruvato a la matriz mitocondrial y lo
transforma en oxalacetato mediante la reaccidn con piruvato carboxilasa que requiere ATP y biotina como

cofactor, para introducir una molécula CO, y formar el carboxilo:

piruvato carboxilasa
Piruvato + CO, m > oxalacetato

ATP ADP + Pi

Luego el oxalacetato se reduce a malato, el cual atraviesa la membrana mitocondrial y en el citosol se oxida
nuevamente a oxalacetato, en ambos casos con la enzima malato deshidrogenasa. Posteriormente mediante
una reacciéon de desvio que utiliza como enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa , el oxalacetato se

convierte en fosfoenolpiruvato y asi se incorpora nuevamente a la via.

Josfoenolpiruvato carboxiquinasa
Oxalacetato » fosfoenolpiruvato + CO,

GTP 6 \ GDP + Pi

Para poder llegar a glucosa, son necesarias también dos fosfatasas para revertir las reacciones.

v

Fructosa 1,6 bifosfato + H20 Fructosa -6-P

y Glucosa-6-fosfato +H20............ .Glucosa + Pi

v

El conjunto de reacciones lo podemos ver en la siguiente figura y el proceso es irreversible.
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Glucosa
_
[ Glucosa G-losfatasa ]| e
Hexom nasa
Glucosa 6-
fasfato
Glucdgeno I
o =) Fructosa 6 AMP
p: Tu -
‘11'\ : fosfato TP 7’1‘@ I"ﬁ @
Fructosa 1,6~ ]
Hlsetetna [ Fosfofructocinasa
Fructosa ®
H,0 ) ADP %
. W Tihigteke Fructosa “-Q — - cAMP
3 2,6-bisfosfato {glucagdn)
Fructosa : ; \
2,6-bisfosfato Gliceraldehido 3-fosfato Dihidroxiacetona fosfata
+ .
i NAD P MADH + H*
! " Glicerol 3-fosfato
AMP MADH + H deshidrogenasa
(glucagsn) 1,3-Bisfosfoglicerato NAD*
ADP Glicerol 3-fosfato
ADP
o
3-Fosfoglicerato ATP
2-Fosfoglicerato
cAMP
- idhces {glucagdn)
/ > osfoenolpiruvato @ e/f
ADP ¥ e
[Pso s ]« Aani .
GDP + 0O, Aatis fcidos
Fosfoenolpiruvato mr 9rB=ps
ITLIV o
\ | carboxicinasa ‘ il el Citrato
aTP NADH + H® NAD® g
=
U Piruvato © | |
Oxaloacetato Y éﬂ deshidrogenasa A\
A Piruvato » Acetil-Col
'/?NADH +H* CO, + ATP
'\» NAD* Mg2* II Piruvato carboxilasa I ‘
ADP + P; ®
NADH + HY
Oxaloacetato
NAD™
Y
Malato - Malato Citrato
Ciclo del acido citrico
:I-Cetoglularatoi—.
.—)Furnarato Succinil-CoA
Fuente: Robert K. Murray, David A. Bender, Kathleen M. Botham, Peter J. Kennelly, Victor W. Rodwell, P. Anthony Weil: Harper. Bioguimica
ilustrada, Z9a edicién: www.accessmedicina.com
Derechos @ McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.
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Costo energético

- A partir de piruvato
2 piruvato (3Cy— 1 Glu (6C)
PC——— 1ATP (x2)=2ATP
PEPCQ—1 GTP (x2)= 2 GTP
PGQ ——1ATP (x2)=2ATP

- A partir de glicerol
2 glicerol (3C)=——1 Glu (6C)
GQ ——1ATP (x2)=2ATP

PROBLEMAS DE APLICACION

1) Si se administra al tejido adiposo glucosa radioactiva marcada dnicamente en C1, se forma &cido
lactico con muy poca radiactividad, en cambio administrando la misma glucosa al tejido muscular,

aparece 4cido lactico marcado en C3. Razonar esta diferencia experimental.

2) Se incubé glucosa-6-fosfato marcada con “C en Cs con una suspensién de eritrocitos en presencia de un
potente inhibidor de la fosfoglucosaisomerasa. Al cabo de un tiempo se detect6 la presencia de piruvato

14C. Esquematice las reacciones que llevan a la produccién del mismo sefializando el carbono marcado.

3) Se aislaron eritrocitos de la sangre de un individuo normal y de un paciente con deficiencia de
tiamina. Las células fueron incubadas con buffer conteniendo 1-'"*C-glucosa y se determinaron las
cantidades de '*CO,y "*C-lactico formados al cabo de 1 hora. Analice los resultados obtenidos que se

indican en la tabla y justifique la disminucién de CO, para el individuodeficiente.

% de “C en productos

Productos

Individuo Normal Individuo Deficiente
CO, 10,4 1,7
Lictico 80,0 98,0

4) El valor de Vmax para la enzima fosforilasa del gluc6geno del misculo esquelético es mucho mayor que

el valor de Vmax. de la misma enzima del tejido hepatico.

a) ;Cudl es la funcion fisioldgica de la glucdgeno fosforilasa del miisculo esquelético y

del tejido hepatico?
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b) ;Porqué debe ser mayor la Vmadx. de la enzima muscular que la de la enzima hepética?

5) Las unidades glucosilo del glucégeno hepético originan facilmente glucosa libre en sangre, en cambio los
glucosilos del gluc6geno muscular, no aportan glucosa a la sangre. Indicar cudl serd la diferencia enzimética

entre ambos tejidos que explique satisfactoriamente esta diferencia de comportamiento.

6) Entre las enzimas gluconeogénicas se encuentran todas las siguientes EXCEPTO:
a) fructosa 1,6 bisfosfatasa.

b) glucosa-6-fosfatasa.

c¢) fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.

d) fosfoglucomutasa.

e) piruvato carboxilasa.

6) Indique y explique cuanto ATP se consume para la sintesis de glucosa por gluconeogénesis, a partir de:
a) Alanina.

b) Glicerol.

Integracion de las vias metabdlicas

En base a los siguientes criterios clave complete el cuadro con las vias indicadas, asi logrard tener una

visién en conjunto de cada una de ellas.

CICLO
GLICOLISIS | GLUCOGENOLISIS | GLUCOGENOGENESIS DE VIA DE LAS
KREBS PENTOSAS

Criterios claves

Cual es la funcion de la
via. Indique el sustrato,
el producto y otros
compuestos de interés.
Localizacion

En particular tejidos o
células del organismo
Compartimentalizacion
Lugar del proceso en el
interior de la célula.
Etapas globales de la via
y principales puntos de
control.

Mencione la relacién con
otras vias metabdlicas.
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GUIA DE ESTUDIOS. Via de las Pentosas
1- Reacciones, enzimas y cofactores.
2- ;Cudl es el mecanismo de accion de la transaldolasa y transcetolasa? ;En qué reacciones actian
estas enzimas?
3-;Cudles son las enzimas de la parte oxidativa de la via?
4- (En que reacciones se produce NADPH? ;Qué vias metabdlicas lo pueden utilizar?
5- ¢(Qué reacciones catalizan las enzimas epimerasa y isomerasa?
6- (Qué enzima necesita como cofactor el pirofosfato de tiamina?
7- En la reaccién de oxidacién de glucosa-6-fosfato ;Cudles son los productos de reaccién?
8- ¢Qué intermediarios de la via glicolitica se producen en esta via?

9- En qué 6rganos y tejidos es mds activa esta via?
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METABOLISMO DE GLUCOGENO
Glucogendlisis:
10- Degradacion de glucégeno en el hepatocito:
a) Cémo actda la glucégeno fosforilasa y cudles son los productos de lareaccién?.
b) Qué enzima actda sobre las uniones al,6 glucosidicas de los puntos de ramificacion.
¢) ;/Cudl es la enzima que da como producto glucosa-6-fosfato?
d) (Qué enzima es activada en presencia de adrenalina y qué efecto tiene el producto de la
reaccion que cataliza?
e);Qué accidn tiene sobre la glucdgenolisis a nivel del hepatocito un aumento de la concentracién
de glucagén en sangre?
f) Qué reacciodn cataliza y en qué érgano se encuentra la glucosa 6-fosfato fosfatasa?
Glucogenogénesis:
11- Reacciones que participan en la sintesis de glucégeno.

12- Regulacién hormonal
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Pégina4‘ 6



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS LIC EN BIOLOGIA MOLECULAR

TRABAJO PRACTICODE AULA N° 5
METABOLISMO DE LIPIDOS: LIPOPROTEINAS.
DEGRADACION Y BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS

Objetivos
Que el alumno sea capaz de:
v' Describir las propiedades y composicién de las lipoproteinas.
v" Comprender los procesos de biosintesis y degradacién de écidos grasos, los mecanismos
regulatorios, cofactores necesarios, compartimentalizacion celular, requerimientos y

rendimientos energéticos.

Introduccién

Los lipidos deben ser transportados, a través del plasma sanguineo, de un tejido a otro. El
plasma, es un sistema acuoso ideal para transportar sustancias solubles en agua, como glucosa y
aminodcidos. Sin embargo, los lipidos no son solubles en agua. Para superar este problema, los
organismos utilizan diversos mecanismos mediante los cuales los lipidos son transportados por el
plasma como complejos macromoleculares.

El sistema mds simple es el de los dcidos grasos de cadena corta que se transportan unidos a la
albimina. La otra forma de transporte es el de las lipoproteinas plasmaticas que son grandes
complejos formados por lipidos y proteinas especificas. Poseen una estructura de micela, con lipidos
no polares (colesterol esterificado y triglicéridos) en un centro hidrofébico rodeado por lipidos

anfipaticos (fosfolipidos, colesterol libre) y proteinas (apoproteinas).

Propiedades y composicion de las lipoproteinas plasmaticas

Lipoproteina | Densidad (g/ml) | Lipidos principales | Movilidad Apoproteina.
electroforética.
QM <094 TG ex6genos 0 B-48, A-1, IV
VLDL 0,94 a 1006 TG endbgenos Pre-p B-100, E, C-1, ILIIT
IDL 1,006 a 1,019 TGy CE B B-100, E
LDL 1,019 a 1,063 CE B B-100
HDL 1,063 a 1,21 FC, C, CE o A-LIL; CII,DyE

TG: Triglicéridos CE: Colesterol esterificado FC: Fosfatidilcolina C: Colesterol
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Funciones de las lipoproteinas

Tipo Origen Funcion fisiologica

Quilomicrones Intestino Transporte de triglicéridos de la dieta.

Residuos de Plasma Liberacion de lipidos de la alimentacién en el

Quilomicrones higado.

VLDL Higado Transporte de los triglicéridos desde el higado a
otros tejidos.

IDL Plasma Primer producto formado por el catabolismo de las
VLDL.

LDL Plasma Producto final del catabolismo de las VLDL ricas en
colesterol esterificado.

HDL Higado, intestino Eliminacién del exceso de colesterol de tejidos y LP

Degradacion de acidos grasos

En mamiferos, el centro principal de acumulacién de triglicéridos es el citoplasma de las

células adiposas (adipocitos). El primer paso en la utilizacién de las grasas como fuente de energia es

la hidrdlisis de los triglicéridos por accion de lipasas reguladas por hormonas.

Luego los acidos grasos libres se degradan en las mitocondrias de las células (higado y

tejidos extrahepdticos) por eliminacién secuencial, a partir del extremo carboxilico, de unidades de

dos carbonos (Acetil-CoA), conocida como via de B-oxidacion.

Previamente los 4cidos grasos se activan en el citosol y son transportados a través de la

membrana mitocondrial interna conjugados con carnitina hasta la matriz mitocondrial donde se

produce la oxidacion. El sistema comprende dos enzimas: la carnitina aciltransferasa Il y I1.

Reaccion de activacion

R—(CH2)n-COOH + ATP + CoASH

Acil-CoA sintetasa o tioquinasa

— R—-(CH2)n-CO-SCoA +AMP+ PPi+ H20

Mediante la siguiente representacién podemos esquematizar dicho sistema de transporte:
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Membrana mitocondrial Membrana mitocondrial
ec:wr\nn interna
3o  Espacie  Remsg Matriz
2o F intermembrana O C 0
R 3 s 2 Carnitina
g3 =3 3 =} /u:iltrand‘enm 1
§; A o z
A8
o 32
Carnitina
— ‘
P -

Extraido de: LEHNINGER, A.L., “Principios de Bioquimica, Ed. Omega, 4° ed., 2008.

OXIDACION DE ACIDOS GRASOS SATURADOS

Acil CoA
(acido graso activado)| ., 4 ¢

L1l
R—CH;—CH;— C—C—C—SCoA
B |

ﬁ Acetil CoA o H H FAD
CH;—C—SCoA I _
o R—CH;—CH;—C—SCoA © Acil CoA
Tiolasa p deshidrogenasa
Acil CoA
CoASH © | Geortado en 20) FADH,
o
P "R
R—CH;~CH;,—C—C—C—SCoA R—CH;—~CH;—C=C—C—SCoA
2 2 B Ia 2 2 ﬁl o
[ B-cetoacil CoA ] H [ trans-A%-enoil CoA |
NADH + H* e 0 L
L-hidroxiacil CoA Enoil-CoA hidratasa
: OHH O
deshidrogenasa et
R—CH;— CH,—B(IZ—a(IZ— C—SCoA
NAD* H H

| L-B-hidroxiacil CoA |

Extraido de “BIOQUIMICA. Conceptos esenciales. “Feduchi, Blasco, Romero, Yaiiez. Editorial Panamericana
1°Ed.2010
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Biosintesis de acidos grasos

La sintesis de 4cidos grasos se produce en el citosol y sus intermediarios estdn unidos a una
proteina transportadora de acilos (ACP).

El sistema enzimatico que cataliza la sintesis de dcidos grasos saturados de cadena larga, a
partir de Acetil-CoA, Malonil-CoA y NADPH se denomina Acido Graso Sintasa(AGS).

El citrato transporta grupos acetilo desde la mitocondria al citosol para la sintesis de acidos

grasos.

Membrana Membrana
interna externa

Matriz Citosol
Transportad o= =
de citrl;to i AN
Glucosa CoA-SH
l CoA-SH Citrato SN Gitrato
Sintesis de
Piravats dcidos grasos
N i ADP + P, g
eshdrogenasy
genisi Acetil-CoA. citrato Acetil-CoA
liasa
Aminoscidos Oxalacetato Oualocstats
m'l- H* +H*
w malato malaio
deshidrogenasa deshidrogenasa
NAD* 5 NAD*
) Malato 4 Malato
ADP + P,

piruvito
carboxilasa enzima
malico
Transportador
de malato—

a-cetoglutarato .
Piruvato ——— 7 Piruvato

+H*

Transportador
de piruvato

Extraido de: LEHNINGER, A.L., “Principios de Bioquimica”, Ed. Omega, 4° ed., 2008.

A continuacién se enumeran las reacciones que conducen a la sintesis de palmitato en los

organismos superiores y bacterias.

Etapa Reaccion Enzima

1- Acetil-CoA + HCO3 + ATP ——Malonil-CoA + ADP + Pi+ H"*  Acetil-CoA carboxilasa
2- Acetil-CoA + HS-EC ——— > Acetil-EC + CoA Acetil transferasa
3-Malonil-CoA + ACP  —  Malonil-ACP + CoA Malonil transferasa

4-Acetil-EC + Malonil-ACP —, Acetoacetil-ACP + HS-EC + CO, Enzima condensante
5-Acetoacetil-ACP + NADPH + H* — D-3-OH-butiril-ACP + NADP* [-Cetoacil-reductasa
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R

6-D-3-OH-butiril-ACP —7* butenoil-ACP + H,O 3-OH-acil deshidratasa
7-A? butenoil-ACP + NADPH + H* Butiril-ACP + NADP* Enoil-ACP reductasa

A continuacion se representa el mecanismo de las reacciones

2 L2 .
I K
CoAS~C— CH; 2 CoASH acetil-ACP
liberados
acetll CoA
SH / SH
FAS | « FAS FAS Q Q.
SH S~ C~CHy=C=CH3
R ,0, 4 132 3 By
3 CoAS ~ C - CH,- COO"
malonil CoA malonil-ACP acetoacetil-ACP
ADPH + H*
elongacién continuada al 5
condensarse la cadena de 4C NADP*
con un segundo malonil-ACP
— cadena de 6C
S—C- CH2- c CH3
B-hidroxibutiril- ACP
o 6 H,0

(3= c CHy— CHy - CHy

FAS
o@D
S— C—CH= CH-CH,

FAS: acido graso sintasa

ACP: proteina transportadora de acilos crotonil-ACP
ADPH + H*
( dave b)
7
grupo SH de la
enzima condensadora o NADP*
SH representacién esquematica S— E_ CHy—CH>—CH3
FAS = de sélo una subunidad de FAS |
- gn  dddo graso sintasa - SH transferencla de S_C_ CHz- CH,—CH,
R sitio a sitio
addo grupo SH de la 3 butiril-ACP
aso sintasa ACP
A segundo malonil CoA cadena de adlo
\_ J graso saturado de 4C

Extraido de “Metabolismo y nutricion”. Benyon,S. Harcourt Brace (1998)

Esta secuencia de reacciones conduce a la formacién de butiril-ACP, lo cual completa el primer

ciclo de elongacién.

En el segundo ciclo el Butiril es transferido desde la ACP a la enzima condensante (EC)

formadndose Butiril-EC, éste se condensa con otra molécula de malonil-ACP y se repite el ciclo para

PéginaS 1
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formar un hexil-ACP. Los ciclos de elongacién contindan hasta llegar a palmitoil-ACP, el cual se

hidroliza por una esterasa para producir palmitato y ACP.

Comparacion de la sintesis y degradacion de los acidos grasos

Sintesis Degradacion
Cuando es activa Tras comidas, situacién post-prandial Ayuno y ejercicio prolongado
Principales tejidos implicados Higado y tejido adiposo Miisculo e higado
Compartamentizacion celular Citosol Mitocondria
Donante/ productor de 2C Acetil-CoA y Malonil-CoA Acetil-CoA
Transportador de Acido Graso activo Unido a ACP Unido a CoA
Enzimas Complejo multienzimdtico Probablemente no asociadas.
Acido Graso sintasa
Oxidante / reductor NADPH NAD*y FAD
Control alostérico El citrato activa la acetil-CoA Malonil-CoA inhibe la carnitina-acil-
carboxilasa, el palmitoil-CoA la transferasa I
inhibe.
Control hormonal La insulina activa la acetil-CoA La adrenalina y el glucagén activan la
carboxilasa, la adrenalina y el lipasa, la insulina la inhibe
glucagoén la inhiben.
Producto Palmitato. Acetil CoA

PROBLEMAS DE APLICACION

A) Lipoproteinas
1) La Lp (a) se ha convertido en el objeto de numerosas investigaciones. Indique su estructura y que

parte de la moécula es la responsable de las propiedades metabdlicas y patoldgicas de la Lp (a).

B) Degradacion de Acidos Grasos
2) Se oxida palmitato ( 9 —'*C ) en condiciones de funcionamiento del Ciclo de Acido Citrico, (cudl
serd la localizacién del 'C en los siguientes compuestos?
a) Acetil-CoA.
b) Citrato. Considérese tan solo una vuelta al Ciclo de Krebs.

¢) Butiril-CoA.
3) ; Cuéntas veces se debe repetir la secuencia de oxidacién de Acidos Grasos para oxidar el Acido

estedrico ( 18 C ) completamente hasta Acetil-CoA y cudntos ATP se generan teniendo en

cuenta la activacion?
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4) El palmitato libre se activa a su forma de derivado de CoA (palmitil CoA) en el citosol antes de
poder ser oxidado en la mitocondria. Si se afiade palmitato y CoA marcado con 14C a un
homogenado de higado (con mitocondrias intactas), el palmitil CoA aislado de la fraccion

citosdlica es radiactivo, mientras que el aislado de la mitocondria no lo es.;Por qué?

C) Biosintesis de Acidos grasos
5) Suponiendo que se incuba homogenato de tejido que posee todas las enzimas necesarias para
la sintesis de 4cidos grasos y también NADPH , ATP, COsH y 2-'“Cpiruvato ; Cudles serdn

los dtomos de carbono que resultardn marcados en el dcido palmitico?

6) Si solo se marcara con '“C la primera de las ocho moléculas de Acetil-CoA que se
requieren en la biosintesis del 4cido palmitico, ;cudl representaria la localizacién de la marca

en el 4cido palmitico?

7) Cuéntas moléculas de glucosa se convierten en ribulosa-5P cuando una molécula de dcido palmitico
se sintetiza a partir de acetil-CoA?. Considere que los carbonos del oxalacetato producido por el
clivaje del citrato, regresan a la mitocondria a través de malato y no por el piruvato que podria

obtenerse por accion de la enzima mélica.

8) Considérese una preparaciéon que contiene todas las enzimas y los cofactores necesarios para la

biosintesis de los dcidos grasos a partir de acetil CoA y malonil CoA que se han afiadido.

a) Si la acetil CoA marcada con deuterio ( isétopo pesado del hidrégeno ) y un exceso de
malonil CoA se afiaden como sustrato.
CDs - C\= 0]
S- CoA
(Cuéntos atomos de deuterio se incorporardn a cada molécula de palmitato ?
¢, Cudles son sus localizaciones?. Explicar.

a) Si se afiaden como sustratos acetil CoA sin marcar y malonil CoA marcada con deuterio

~00C- CD; - C\=O
S- CoA
(Cuantos atomos de deuterio se incorporardn a cada molécula de palmitato?

(Cudles seran sus localizaciones? Explicar.
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GUIA DE ESTUDIO
Lipoproteinas
1- ;Cual es la composicidn lipidica de cada una de las lipoproteinas? Principal lipido que transporta.
2-;Cudl es la funcién de las apoproteinas?
3- Con respecto a la enzima lipoproteinlipasa ;Ddénde se encuentra? ;Como es activada? ;Cudl
es la accidn de ésta enzima?
4-;En donde se sintetizan y cdmo son metabolizadas las HDL,VLDL, LDL y los quilomicrones?
5-;Cémo se internalizan las LDL en las células? Caracteristicas de los receptores B/E y de
macréfagos.
6-;,Como se degradan las LDL cuando ingresan a las células?
7-;Qué funcién cumplen las HDL y las LDL?
8-(,Qué apoproteina activa la LCAT y cémo actda esta enzima?
9-(Cual es el precursor de la sintesis del colesterol? Regulacion de la misma. Eliminacién del

colesterol del organismo.

Degradacion de acidos grasos

10- ;Coémo actia la lipasa hormona sensible sobre los triglicéridos del tejido adiposo y cudles son
las hormonas que la regulan? ;En qué condiciones metabdlicas ocurre esta situacion?

11-;Cémo circulan los acidos grasos liberados por la Lipasa hormona sensible en el plasma?
12-Localizacién celular de la activacion de los 4cidos grasos, enzimas que intervienen en el proceso de
activacion de un dcido graso. Formular la reaccion. Gasto energético.

13-;Cémo se transporta el acido graso desde el citosol a la matriz mitocondrial?

14-Formular la secuencia de reacciones de la degradacién de palmitoil-CoA, mencionando las
enzimas y coenzimas que intervienen en este proceso de 3 oxidacion. Cémo se regula el

proceso? Hay produccién de agua durante la beta oxidacién?

15-;Cuéles son los productos de la degradacién de un 4cido graso de nimero impar de dtomos de
carbono?

16-;Cuéntos ATP y cuantas moléculas de Acetil-CoA se producen por degradacién de un dcido
graso de 16 dtomos de carbono hasta acetil-CoA? Idem hasta CO, y H,O?

17-¢En qué procesos metabdlicos pueden utilizarse la acetil CoA proveniente de la degradacion
de los 4cidos grasos?

18-Cuales son los “cuerpos ceténicos” y donde se producen. ;En qué situaciones metabdlicas

aumentan?;Cémo se degradan?

Biosintesis de acidos grasos

19-;En qué lugar de la célula ocurre la biosintesis de los dcidos grasos?
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20-;Cudl es el intermediario del Ciclo de Krebs que transporta los grupos acetatos desde la
mitocondria al citosol?

21-;Cémo se denomina el complejo que cataliza la biosintesis de dcidos grasos saturados?
22-;Cudles son los precursores de la sintesis de dcidos grasos?

23-Formular las etapas de la sintesis de dcidos grasos indicando las enzimas correspondientes.
24-;Cudl es la etapa limitante de la velocidad de reaccion y cudles son los moduladores de la enzima?
25-;Cudntas moléculas de NADPH y ATP se requieren para sintetizar palmitil-ACP?

26-;De donde proviene el NADPH?
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TRABAJO PRACTICO DE AULA N° 6
METABOLISMO DE AMINOACIDOS Y NUCLEOTIDOS

Objetivos

Que el alumno logre:
v" Conocer los mecanismos de degradaciéon de aminodcidos: transaminacién, desaminacion
oxidativa, destino del grupo amino y de los esqueletos carbonados.
v" Comprender la via de eliminacién del amoniaco a través del ciclo de la urea, las reacciones y
enzimas involucradas, regulacién, origen de los precursores, localizacién intracelular, balance
energético.

v Formular las vias de sintesis de nucledtidos piricos y pirimidicos.

\

Describir los mecanismos de regulacion, requerimientos energéticos, vias de recuperacion.
v" Comprender los mecanismos de degradacion de nucleétidos puricos y pirimidicos, enzimas,

regulacién, productos de degradacion.

METABOLISMO DE AMINOACIDOS (PARTE A)

Introduccion
Los aminoicidos experimentan la pérdida de sus grupos amino por dos rutas principales:
transaminacién y desaminacién oxidativa. Sus esqueletos carbonados residuales pueden convertirse en

glucosa u oxidarse a CO» a través del Ciclo de Krebs.

Transaminacion. La ecuacion general puede representarse asi:

R R' R R'
| ’ Transaminasa ’ |
*HsN-C-H + C=0 _— C=0 + *Hs;N - C-H
——ee
| ’ fosfato de ’ |
COO COO" piridoxal COO COO
Aminoacido entrante  a-Cetoacido entrante
Desaminacion oxidativa
COO COO
| |
CH; CH»
| Glutamato Deshidrogenasa |
CH; + H;O + NAD- - CH» + NHs* + NADH + H*
| D |
*H3N-C-H (+)ADP,GDP C=0
| (-)ATP,GTP |
COO COO
L-Glutamato a-cetoglutarato
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El amoniaco es transportado desde los tejidos periféricos al higado o los rifiones en forma de un
compuesto no téxico, glutamina. La sintesis de glutamina tiene lugar por accién de la enzima
glutamina sintetasa que promueve la siguiente reaccion:

Mg++
ATP+ NH4* +glutamato ___________, ADP + Pi + glutamina + H*

La glutamina es transportada por via sanguinea hasta el higado en la mayor parte de los animales
en donde se transforma en glutamato y amoniaco por accién de la glutaminasa. Esta enzima también
se encuentra en los tibulos renales.

Glutamina + H20 — > Glutamato + NH4*

En la mayoria de los vertebrados terrestres el NH4 se convierte en urea en el higado, y en menor
proporcidn en rifidn, y luego ésta es excretada con la orina.

Ciclo de la urea

Los atomos de nitrégeno de los grupos alfa amino, separados de los aminoécidos durante su
degradacion oxidativa, son excretados por orina en forma de urea, amoniaco o acido urico, segin la
especie. La formacién de urea tiene lugar en el higado y es catalizada por una secuencia de reacciones
enzimdticas que se denomina Ciclo de la Urea. Utiliza el amoniaco de las reacciones de desaminacién
oxidativa y CO», incorpordndose luego otro resto amino proveniente del aspartato. La urea es
transportada por la sangre a los rifiones y se elimina por orina.

Aminoacidos

Citosol Transaminacién a
a-cetoglutarato

Glutamato
NH, - C - NH,
o - Glutamato
Urea Ornitina
o— Ceto Glutamato
HO 5 glutarato |deshidrogenasa
/. NH,
Arginina ' ]
Ornitina 1 2 ATP+ HCO |
Fumarato 2 ADP + Pi
4 CICLODE
LA UREA Fosfato de
. . 2’ __Carbamilo
Argmmosuccmato
. Citrulina
AMP + PPi 3
ENZIMAS: ATP
1- Carbamilfosfato Sintetasa Citrulina Matriz
2- Ornitina Transcarbamilasa Aspartato
3- Argininosuccinato Sintetasa . .
Transaminacién a Mitocondria

4- Argininosuccinasa
. o- oxalacetato
5- Arginasa

Aminoacidos
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Destino del esqueleto carbonado de los aminoacidos

Para la degradacién existen secuencias multienzimdtica que convergen finalmente en unas pocas

rutas terminales que conducen al piruvato, a acetil-CoA o a los intermediarios del Ciclo de Krebs,

como lo muestra el esquema siguiente:

Fenilalanina
Alanina Tirosina
Cisteina Lisina
Glicina — Piruvato Acetoacefil-CoA  «—— Leucina
Serina Triptofano
Treonina
Triptofano Cuerpos ceténicos
Hidroxiprolina
Acetil-CoA
Aspartato -7 - TS~
Asparagina | — Oxalacgtéito Citrats.
e N
/ Is\Qcitrato
Malato \\
,/ Ciclo de Krebs \
Tirosina — Fum?rato oc—cetlp glutarato
Fenilalanina \ I,
\\ /
Succ\i\nato /
N ,/ Glutamato
N P Glutamina
>« _ Succinil-CoA_ -~
T Histidina
Arginina
Prolina
Isoleucina
Metionina
Valina

La ruta del fumarato es seguida por algunos de los d&tomos de carbono de la tirosina y la

fenilalanina.
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Degradacion de aminoacidos a piruvato

LIC EN BIOLOGIA MOLECULAR

&

Vg
CHy—CH=—CH—CO0"
(l}H Treonina
treuina - ADT
b hibbiagrfasa F NADH
FIGURA 18-19 Rutas catabélicas de L alanina, glicina, II::H.,

serina, cisteina, triptéfans ¥ treonina. En la Figura 18-21
s muestra &l desting del grupo indol del triptifano, En la
Figura 18-20 se muestran delallis de las reacciones on las
ke infervienen serina y glicing. La rula de degradacion
dit la treonina que se muestra agui w8lo actla soboe wna
tercera parte del catabodisme de I treonina {para la nia
alternativa, viiase Fig. 18.27). Varias netas de depradacin

'[.:H;_ﬁ—cﬁ—['ﬂﬂ'
Q0 ZeAming-3-cetobutirate
Esi il CoA
A-eetulnilerala - -
"Acetil-Cod

Cod lipasa

de la cisieing conducen a pinevato. FI azudre de [a cisseina NH, €Oy + NH;
tiene varios destines ahernatives, uno de les cuales se | g engama
moestra en Lo Figura 23-15, Los Stomos de carbone de ésta CH,—C00 e
v otras fipuras posteriones estin codificadas en coler de LY Me, Nyg-melilend
fovia qIJE P'J!'dﬂ W'mw d‘mm_ il rexenmelil MHI flltnw
Lrpmalfrmag
H, folato
¥
NH, NHs
CH,— S0 HO— CH,—CH—C00"
pLp
m R 18] Hﬁ
H eelindrnlasa I{Hu
li i iTH
L
+ 0 SH NH,
HHE alnmines amimol Foes feees [:Iia_ ':l:_{‘m_ 2 pascs (l}l'l _{I:H—FGD_
E]-l.il—é'l-[—'[-'ﬂﬂ' {"'"_pu' _H"\‘ : > :

| Alanina | a-Cetoglutarato

Glutamato

Firavmbo

Extraido de: LEHNINGER, A.L., "Principios de Bioquimica", Ed. Omega, 4% ed. (2008).

Funciones precursoras de los Aminoacidos: Conversion a productos especializados. Aminas
biogenas.

La sintesis proteica es la funcién sintética principal de los aminoacidos, desde un punto de
vista cuantitativo, pero ademds sirven como precursores de otros compuestos nitrogenados. Los
compuestos, derivados de aminoacidos, fisiolégicamente muy importantes, constituyen los llamados
péptidos bioactivos, que incluyen al hem, purinas, pirimidinas, hormonas, neurotransmisores. Estos

compuestos tienen gran importancia médica o farmacolégica.
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Glicina: La molécula entera de glicina es utilizada para la sintesis de purinas. El Ca y el N se
emplean en la sintesis del hem, y es precursora del glutation.

Histidina: Es precursora de histamina por descarboxilacién. En los tejidos de mamiferos, esta
reaccion es catalizada por una descarboxilasa (L-aminodcido aromético descaboxilasa). Esta enzima
cataliza también la descarboxilacién de fenilalanina, tirosina, triptofano y DOPA. Esta presente en
rifién y otros tejidos. Emplea fosfato de priridoxal como coenzima.

La histamina es una amina bidgena de gran actividad fisiol6gica. Disminuye la presién sanguinea,
pudiendo provocar un colapso vascular, en grandes dosis. Estimula la secrecién de CIH y pepsina en el
estomago.

Tirosina y triptofano: Por descarboxilacion se obtienen tiramina y triptamina respectivamente, ambas
con accién vasoconstrictora.

Acido glutdmico: Por descarboxilacién se forma el 4cido y-aminobutirico (GABA). La enzima que
cataliza esta reaccion se encuentra preferentemente en la sustancia gris del sistema nervioso central. El
GABA es un intermediario quimico regulador de la actividad neuronal. Actda como inhibidor de la
transmision del impulso nervioso. Su deficiencia provoca cuadros de epilepsia. Farmacoldgicamente,
el GABA se utiliza para tratamientos de epilepsia y de hipertension.

Fenilalanina y tirosina: Pueden seguir otra via metabdlica que conduce a la sintesis de sustancias de
gran actividad fisiolégica llegando a la formacién de catecolaminas, adrenalina, noradrenalina y
dopamina.

Tirosina: Es precursora del pigmento que da color a la piel y el pelo, la melanina. También es
precursora de hormonas tiroideas: triyodotironina y tiroxina.

Triptofano: Este aminoacido es precursor de muchos compuestos de fundamental importancia para el
hombre. Una de las vias que puede seguir este aminoacido comprende su hidroxilacién en el CS5,
formando asi 5-hidroxitriptofano, el cual en una segunda etapa se descarboxila y forma 5-hidroxi-
triptamina, también llamada serotonina. La serotonina es un poderoso vasoconstrictor y estimulante

de la contraccion del masculo liso.

PROBLEMAS DE APLICACION

Metabolismo de aminoacidos
1) (Por qué no podemos sintetizar Phe a partir de Tyr? La tirosina es un aminodcido no esencial, pero

las personas con fenilcetonuria precisan tirosina en la dieta para un crecimiento normal, ;por qué?

2) Algunas personas sufren hipoglucemias benignas con vértigos y apatia varias horas después de la
ultima comida. Se ha comprobado que esto se puede evitar comiendo pequefias cantidades de alimentos

ricos en proteinas, a intervalos regulares entre comidas.
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a) ;Qué serd mejor: proteinas ricas en lisina, alanina o fenilalanina?

b) En base a su respuesta anterior, en qué metabolismos estdn implicados cada uno de ellos.

3) El fosfato de piridoxal es la forma coenzimitica de la vitamina B¢y participa en numerosas

reacciones del metabolismo de los aminodcidos. Indique cuatro ejemplos.

4) Los tres carbonos del lactato y de la alanina poseen estados de oxidacion idénticos y los animales
pueden emplear cualquiera de ellos como fuente carbonada para combustible metabdlico. Comparese
el rendimiento neto en ATP (moles de ATP por mol de sustrato) para la oxidacién completa a CO» y

HO, del lactato frente a la alanina cuando se incluye la excrecién de nitrégeno en forma de urea.

5) Dos grupos de ratas fueron alimentadas con '*N-aspartato. Un grupo fue también alimentado
con fluoracetato (el cual es convertido en fluorcitrato, que es un inhibidor de la aconitasa).
Después de tres dias, los animales fueron sacrificados, las proteinas hepdticas hidrolizadas, y

el glutamato se determiné por la presencia del °N. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Grupo con PN-aspartato Grupo con'>N-aspartato y fluoracetato

Glutamato aislado% de °N 0,65 0,12

Explicar la disminucién de la incorporacién de "N en el glutamato del segundo grupo.

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS LIC EN BIOLOGIA MOLECULAR

GUIA DE ESTUDIO
Metabolismo de aminoacidos
1-;,Cdémo circula el amoniaco en el plasma?
2-;,Coémo se sintetiza glutamina? Formule la reaccién completa.
3-¢En qué tejidos y 6rganos se hidroliza principalmente la glutamina? Qué importancia fisiol6gica
tiene la liberacién de amoniaco por orina?

4-;Cémo explica la toxicidad del i6n amonio en el SNC?

5-Reacciones de transaminaciéon de GOT y GPT.;Cudl es el cofactor que utilizan las transaminasas y

cémo actia?

6-Desaminacién oxidativa: Reaccion, cofactores, regulacion.

7-Mecanismo general de trans-desaminacion (transaminacién + desaminacién oxidativa) de
aminodcidos.

8-Intermediarios del C. de Krebs se forman por degradacién de cada uno de los aminoécidos.
9-;En qué vias metabdlicas pueden utilizarse los productos de degradacién de los aminodcidos?

10-¢Cudles son los aminodcidos glucogénicos y cetogénicos? Dar ejemplos.

Ciclo de la urea

12-;En qué 6rganos se lleva a cabo el ciclo de la urea?

13-;En qué lugar de la célula ocurren las diferentes reacciones del ciclo y qué funciones cumple?
14-; De cudles aminodcidos provienen los nitrégenos de la urea?

15-;De qué reaccion proviene el primer grupo amino que entra en el ciclo de la urea en forma de

amoniaco libre?

16-;Cuéles son las reacciones que consumen energia y cuantos enlaces ricos en energia se gastan en

cada una de ellas?

17-;Qué productos de desecho se eliminan por el ciclo de la urea?

Funciones precursoras de los aminoacidos

18-Aminas bidgenas. Importancia. Ejemplos.
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METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS PARTE B

Introduccion

La biosintesis de los desoxirribonucleétidos y de los ribonucledtidos, constituye un proceso
fundamental en todas las células, puesto que los nucleétidos son los precursores directos del DNA y
del RNA, y ademds muchos participan en el metabolismo como coenzimas.

Un aspecto importante de la biosintesis de los nucledtidos lo constituye la ruta de formacién de
sus bases: las pirimidinas y las purinas. Tanto los nucleétidos como sus bases nitrogenadas se emplean
con economia, en la mayoria de los organismos no se utilizan como fuente de energia

En el DNA la pentosa es la 2-D-desoxirribosa, las bases nitrogenadas derivadas de la purina son
Adenina y Guanina y las derivadas de la pirimidina son Timina y Citosina.
En el RNA la pentosa es la D-ribosa, las bases nitrogenadas derivadas de la purina son Adenina y

Guanina y las derivadas de la pirimidina son Uracilo y Citosina.

Biosintesis de ribonucledtidos puricos
Se ha podido determinar el origen de cada uno de los carbonos y nitrégenos del nicleo de la
purina:

CO, Glicina
Aspartato l

N N
|
k a A Formiato
B Y
T SN

N-Amidico de Glutamina

Formiato

Aunque podria esperarse que se sintetizase el anillo de purina en primer lugar y se uniese
después la porcion de fosfato de ribosa, la biosintesis de los ribonucledtidos puricos comienza con el

ribosa-5-fosfato y se construye sobre el anillo de purina en etapas sucesivas.
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(®)—0—CH, 0 55

H H

H o—®—®

5-Fosforribosil
1-pirofosfato (PRPP)

- Glutamina

OH OH
|

@ > Glutamato
> PP;

®—0—CH, O NH,

. H 5-Fosfo-3-
H p-ribosilamina

OH OH
~ Glicina

o

>ADP + P;

Glicinamida
0=C, ribonucleétido (GAR)
NH

k N'_Formil H, folato

<+ Hy folato

I —H Formilglicinamida
ribonucledtido (FGAR)

-~ Glutamina

Glutamato

(II’_H Formilglicinamidina
0 ribonucleétido (FGAM)

»ADP + P;
V2 H,O
N
H(li)/ \CH 5-Aminoimidazol
O gl ribonucleétido (AIR)
BN N
R

LIC EN BIOLOGIA MOLECULAR

_———AIR

g HCO’;

865

vADP + P;

0Oy HC/ S
C\N

|OCN
B |

N5-Carboxiaminoimidazol
ribonucledtido
(N*-CAIR)

Carboxiaminoimidazol
ribonucleétido
(CAIR)

-~ Aspartato

°®

> ADP + P;

| I
(lJ—N—C——C/N\\

If CH
Co0™
H

N-Succinil-5-aminoimidazol-
4-carboxamida ribonucleétido
(SAICAR)

@j\> Fumarato

7
C N
ANTING
(5
[ cH

Cly
H,N b]T
R

HoN

5-Aminoimidazol-4-carboxamida
tibonucledtido (AICAR)

N'-Formil H, folato

> Hy folato

i
O N

H,NT N\

1 CH N-Formilaminoimidazol-4-carboxamida

_C.ii/  ribonucletido (FAICAR)
5
R (D) glutamina PRPP
@j\* H,0 amidotransferasa
@ GAR sintetasa
?l) @ GAR transformilasa
SOty (4) FGAR al.mdotransferasa
HITT (ul \\CH @ FGAM ciclasa
HC G gl (AIR sintetasa)
0 S TN 5 ;
| (6) N°-CAIR sintetasa
“0—P—0—CH, 0O 6a) AIR carboxilasa
I (7) N5-CAIR mutasa
2 & o SAICAR si
H H @ S sintetasa
(9) SAICAR liasa
OH OH AICAR transformilasa

[nosinato (IMP)

(1) IMP sintasa

Extraido de Lehninger. Principios de Bioquimica. Cuarta edicion
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La reaccion completa es:2 NH; + 2 HCOOH + CO, + Glicina +Glutamina + Aspartato + Ribosa-5-
fosfato +5 ATP —> IMP + Fumarato + 4ADP + AMP + PPi +4Pi

El AMP y el GMP (nucleétidos de purina) derivan del monofosfato de inosina (IMP) como se indica

en el siguiente esquema:

00C—CH, ~-?—coo-

NH Fumumlo NH,
@ GP+p, N7 N ’ﬁ
- - ol ‘,r .____. L~. ~\N> R R . [\
parta : A N7
il 1 Adenilosuccinato ‘
_=Adenilosuccinato Rib| (P Liasa R:b P
[ } ‘ sintetasa Adenilosuccinato Adenilato
L’- / ~ (AMP)
mb‘~
Inosinato H:0 ”
(Mp) .\ NaD
o ‘\ NADH + H*
IMP- oI 0 Gln Glu ﬁ;}\, AMP + PP,
deshidrogenasa . . - /
g ‘i N RGN L BN
3 \N i HzN/Lb s |
N H;0 XMP glutamina N ll“
R'b P amidoiransferasa “Rib — P
Xantilato Guanilato
(XMP) (GMP)

Regulacion de la sintesis de purina.

La sintesis de purina estd regulada por retroalimentacién a nivel de la dos primeras reacciones: la
formacion de PRPP (5 fosforribosil-1-pirofosfato) por la enzima PRPP-sintetasa y de la formacién de
5 fosforribosil-1-amina por la enzima amidofosforribosiltransferasa, siendo este dltimo el principal
sitio de control. Los nucleétidos AMP, ADP, ATP, GMP, GDP y GTP actdan como inhibidores. Se

puede esquematizar de la siguiente forma:

ATP AMP
Ribosa-5-fosfato 5-fosforribosil-1-pirofosfato
PRPP-sintetasa
Glutamina Glutamato
5-fosforribosil-1-pirofosfato 5-fosforribosil-1-amina

Amidofosforribosiltransferasa
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Ac. Adenilo
AMP succinicOm—e— . AMP
(-) \(
(1) 2) (4)\
Ribosa- Fosforribosil- —_—

5-fosfato PRPP amina IMP
——
%& 3)
(=)
IMP AM Ac. Xantilico GMP>

GMP
(1).- Ribosa-fosfato pirofosfoquinasa (3).- IMP deshidrogenasa
(2).- Amidofosforribosil transferasa (4).- Adenilo succinato sintetasa

Por otro lado el GTP es utilizado en la sintesis de AMP mientras que el ATP en la sintesis de
GMP. Esto lleva que haya un equilibrio en la sintesis de los ribonucleétidos de adenina y guanina.
Cuando se acumula GTPactiva la enzima adenilo succinato sintetasa produciéndose mds ATP.

Cuando se acumula ATP se activa la enzima GMP-sintetasa aumentando los niveles de GTP.

Via de recuperacion de purinas

Las bases ptricas libres, ya sea que procedan de la alimentacion 6 del catabolismo de los acidos
nucleicos, pueden ser recicladas en AMP 6 GMP mediante las siguientes vias-

El mecanismo principal reside en la reaccion de la adenina-fosforribosil-.transferasa:

Adenina + PRPP - AMP + pirofosfato

En una reaccién semejante, la hipoxantina y la guanina son transformadas en los nucleétidos

correspondientes por accién de la hipoxantina-guanina fosforribosil-transferasa.

Hipoxantina + PRPP
Guanina + PRPP

IMP + pirofosfato
GMP + pirofosfato

Catabolismo de Purinas

Si las bases libres no son recuperadas y reutilizadas, son degradadas y sus productos finales
excretados. La degradacion de purinas a 4cido drico ha sido muy estudiada. Las principales purinas,
adenina y guanina, se convierten en xantina, la cual es oxidada a 4cido trico por la accién de la

enzima xantina oxidasa.
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Q
=2

P
H;O

5'-nucleotidasa

P;

N

Guanosina

H,0
nucleosidasa
Ribosa

TN

N
HN
[ >
HzN)\N N
Guanina
H,0

guanina
desaminasa

C) Biosintesis de Nucleotidos Pirimidinicos

LIC EN BIOLOGIA MOLECULAR

AMP
H,0
5'-nucleoticasa
P
Adenosina

| -H0
adenosina
desaminasa

NH;

Inosina

H,0
nucleosidasa
i Ribosa

0]
HN

N

N

Hipoxantina
(forma ceto)

N

[ D
N
H

H,;0 + O,

xantina
oxidasa

Hy0,

OH
1
<
Ho/K N §

H20 =+ 02

Xantina
orma enol)

xantina
oxidasa

H,0.

OH ,
N)IN\>—OH
Ho)\ N H

Acido drico

La biosintesis de los nucledtidos de pirimidina transcurre de una manera algo diferente de la de

los nucledtidos de purina. En este caso el anillo de pirimidina de seis términos es el que se sintetiza
primero y luego se une al fosfato de ribosa. Se necesita carbamil fosfato y aspartato como precursores.
La contribucién de ambos compuestos en la formacién del anillo de pirimidina se puede representar

asf:

______

Del Del aspartato
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El primer paso de la sintesis es la formacién del carbamilfosfato. El grupo-amino procede de la
deaminacién de glutamina. La reaccién catalizada por una carbamil fosfato sintetasa (CPS) se puede
representar: CPS

CO,+ 2 ATP + Glutamina ———— NH>,COOPOs* + 2 ADP + Pi + Glutamato

Carbamil-fosfato

Una vez formado el carbamil-fosfato, éste se combina con aspartato para formar carbamil-
aspartato. La reaccién es catalizada por la aspartato transcarbamilasa, enzima alostérica que
constituye el principal sitio de regulacién:

Carbamil-fosfato+ Aspartato l , Carbamil-aspartato
Pi
Después de tres pasos se obtiene el primer nucleétido de pirimidina (UMP) el cual se

convierte posteriormente en UTP y CTP.

0 0 NH,
N HN Glutamina Glutamato N“ I .
Quinasas ‘ )\
Jeme 1) S 2 A
0 "N 24 2app = 7 2y |
| Ribosa 5'—P—P—P  ATP ADP +P; Ribosa 5'—P—P—P
Ribosa 5'-P
e uTP CTP sintasa _ CTP
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Extraido de Lehninger. Principios de Biogquimica. Cuarta edicion.

Aspartato
i ® Carbamil
— fosfato
aspartato
trans-
carbamilasa
>R i _O\C/O
v HN CH,
N-Carbamilaspartato |
/C\ _CH—C00O~
O N
dihidroorotasa H
O
—’H20 g
HN  CH,
L-Dihidroorotato | J: 4
/C\ _CH—C00"
.
NAD'

dihidroorotato /

deshidrogenasa
S 2 O
NADH + H I

C
HN  CH
Orotato é |
O/ \g/ ~C00
PRPP
orotato /_ (o]
fosforribosil- (u:
transferasa \ NS ol
~> PP, ]
o7 \N/ \COO“
Orotidilato ®—0—CH.
H H
orotidilato (|[)
descarboxilasa \ C
L
>COy HI\IT (IT‘H
O/C\N/CH
Uridilato (UMP) (& o cH,
O
Ve
/_._ H H
quinasas

e

v

Uridina 5'-trifosfato (UTP)

—> 2ADP

citidilato
sintetasa
®-®-@®—o0-CH,

~—-Citidina 5'-trifosfato (CTP)
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La sintesis de pirimidinas estd regulada por la enzima alostérica Aspartato transcarbamilasa a través

del CTP producto final de la via.

D) Biosintesis de Desoxirribonucleétidos

Normalmente los desoxirribonucledtidos no se sintetizan a partir de la desoxirribosa como
elemento de construccién, sino que se forma por reduccién directa del carbono 2' de los
correspondientes ribonucledtidos.

Esta via ha sido muy estudiada en E. coli, donde los 4 ribonucleésidos difosfatos (ADP, GDP,
UDP, CDP) son directamente reducidos a los correspondientes desoxi-andlogos (dADP, d-GDP,
dUDP, dCDP ) por un sistema enzimatico multiple.

En el siguiente esquema se muestra la reduccién en general de los nucleésidos difosfatos en los

correspondientes desoxi-nucledsidos difosfatos.

o ot
[
HO-P—O—P—O—CH AG ColU . HO—P—O-—P-—O—-CH A, G CoUl
} Abonuclectido i |
Q. i ;I reductasa 0. Q. q j
Tiorredoxi . ,
lx 1 oxina T:orredl oxina . MO
SH SH $—S
Tioredorina
Reductasa

NADP* NADPH + H*

El control alostérico se realiza a nivel de la enzima ribonucledtido difosfato reductasa.
El dATP actia como inhibidor general de todos los ribonucledsidos-5-difosfatos.
Como el DNA contiene timina en lugar de uracilo, el d-TMP (4cido desoxitimidilico) se forma a
partir del d-UMP (4cido desoxiuridilico) por accién de la enzima timidilato sintetasa, actuando el

N°N"Metilén-FH4 como dador del grupo metilo.
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Dihidrofolate
’ A

HN N, N* Motitén- FH,./.” HN

-~ -
FERTROAA T TR TE U 'S
Timidilato

ITy==r

{
Desoxirribosa B Desox’im‘bosa B
dUMP dTMP
(Ac. desoxiuridilico) {Ac. desoxitimidilico)
dTMP Quinasa . yrpp  .....Quinesa dTTP
Pl ~ /" ™
7 \ b Y
i + .- ,"
ATP ADP ATP ADP
Ho_ o

OH N c
N o N 8]
)|\ == o a
HaN N NT

Estructura del Acido félico

E) Origen del tetrahidrofolato y sus transformaciones a derivados transportadores de

un carbono

El 4cido f6lico, que se encontré primeramente en las hojas de espinaca, estd ampliamente
distribuido en las plantas. Su deficiencia en mamiferos provoca una disminucién de crecimiento y
aparicién de diversas formas de anemias.

Contiene tres sillares caracteristicos: - una pteridina sustituida

- 4cido p-aminobenzoico

- 4cido glutamico.

El sintoma bioquimico mds sobresaliente de la deficiencia de dcido f6lico es el impedimento de
la biosintesis de las purinas y de la timina (pirimidina). La forma coenzimadtica del 4cido f6lico actda
en la transferencia de ciertos fragmentos monocarbonados utilizados en ésta y otras rutas biosintéticas.

El 4cido tetrahidrofélico (FHs) actia como transportador intermediario de grupos
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hidroximetilos, formilo y metilo, en gran nimero de reacciones enzimaticas.

O e
Folato

NADM « ¥*

NaADT
Dihidrofolato (F¥,»

) Klm -
‘1’ P R WA~y

Tetrahidrofolato (FHy4)

Dador Dador formilo
hidroximetilo (RCH1,O}f) (RCHO)
(L1 (R}
0N ¥ 0
~%

K30 ‘i' 'F on*
N "/ ot{ ﬁ ’ CN\
" e Zﬁr ) s ? -~ e
NAD* NADM « 11* NADP® NaDPM « n*
N°-metil FHy N5-N'’_metileno FH,4 N°-N"_metenil FH,4

Fig. 1.33: Acido Félico y sus derivados.

PROBLEMAS DE APLICACION

Metabolismo de nucleotidos

1) Indicar la posicion principal en el anillo purinico y/o pirimidico de las células expuestas a:

a) N-aspartato b) *C-serina (grupo hidroximetilo marcado) c)’H-oxalacetato
2) La timidilato sintasa humana puede ser inhibida eficaz y especificamente por la administracién de:

a) uridilato (AUMP)

b) trimetroprim

¢) 5-fldoruracilo (5-FU)
d) Sulfanilamida

€) Metotrexato

Indique cual es la droga que inhibe la enzima y qué accién tienen todas en el metabolismo de nucleétidos

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017
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3) Las células mutantes incapaces de sintetizar nucleétidos por las vias de recuperacion resultan ser
instrumentos muy ttiles en la biologia molecular y celular. Supongamos que la célula A carece de
timidita quinasa, una enzima que cataliza la fosforilacién de timidita a timidilato, y que la célula B
carece de hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa.

Las células A y B no crecen ni se dividen en un medio HAT que contiene hipoxantina, aminopterina
0 metotrexato y timina. Sin embargo la célula C, formada por la fusién de A y B, crece en este medio,

JPor qué?

4) Con frecuencia se administra alopurinol a los pacientes con leucemia aguda que reciben

tratamiento con fairmacos anticancerigenos. ;Por qué se utiliza el alopurinol en estos casos?

5) Ladeficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenada causa hiperuricemia. Esta también puede
inducirse en individuos normales mediante la ingestién de alcohol o ejercicio extenuante. Proponer un

mecanismo comtin que explique estos resultados.

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017
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GUIA DE ESTUDIO

Metabolismo de nucleétidos

1-Bases puricas y pirimidinicas. Origen de los dtomos de C y de N del nicleo de purina y de
pirimidina.

2-;Qué compuestos 6 intermediarios son comunes en la biosintesis de los nucledtidos ptiricos y
pirimidicos?

3-En la biosintesis del fosforribosil pirofosfato ;cudles compuestos se requieren?

Nucleétidos piricos:

4-Formule las dos primeras reacciones de la sintesis de bases puricas. Enzimas intervinientes.
5-Estructura del 4cido inosinico. Accién de (a) deshidrogenasa y (b) sintetasa. Productos
6-Mencione las dos bases puricas que obtiene a partir del IMP.

7-Formule las reacciones de degradacién de adenina hasta dcido trico.

8-( A nivel de qué enzimas estd regulada su biosintesis

9-;Cuil es el producto final de su degradacién? Caracteristicas de solubilidad del Acido trico.
10-Accién del alopurinol.

11-En la via de recuperacion de bases puricas ;Qué enzima interviene en cada una de las reacciones?
Nucleétidos pirimidicos:

12-Formular las dos primeras reacciones de la sintesis de bases pirimidinicas. Enzimas intervinientes.
13-Productos finales UTP y CTP.

14-;Cudles son las bases pirimidinicas que conoce?

15-;Qué enzima interviene en su regulacion y cual es el compuesto que la inhibe?
Desoxirribonucledtidos

16-Precursores. Enzima. Coenzima

17-En la biosintesis de los desoxirribonucledtidos ;Qué dtomo de carbono se reduce y cudl esla
enzima que cataliza la reaccién?

18-Mencione los desoxi-mononucleétidos que conoce.

19-Esquematice la sintesis de desoxitimidinmonofosfato indicando enzima y cofactores.
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TRABAJOS PRACTICOS DE
LABORATORIO
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N°1
BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO.
MANEJO DE INSTRUMENTAL: ELABORACION DE CURVA DE CALIBRACION PARA
LA DETERMINACION DE PROTEINAS

Objetivos

Que el alumno sea capaz de:
v" Conocer las normas de seguridad para el correcto desempefio en el laboratorio biolgico.
v" Adquirir destreza en el uso del material e instrumental del laboratorio.
v" Comprender el fundamento de la utilizacién de curvas de calibracién para obtener el valor de
concentracién de una sustancia en solucion.

v" Realizar curva de calibracién de proteinas que se utilizard en trabajos précticos posteriores.

Riesgo biolégico

La manipulacién o exposicién a los agentes bioldgicos puede traer como consecuencia la
infeccion del personal expuesto, con o sin manifestacién enfermedad. En el hombre, el riesgo de
infeccion es el mds significativo (por la frecuencia e importancia) y el mds antiguo de los reconocidos
por los profesionales de la salud. Entre las causas atribuidas a las infecciones del personal de
laboratorio se destacan: el uso de objetos punzo-cortantes contaminados con fluidos corporales, los
derrames o salpicaduras, el trabajo con animales de laboratorio, no tomar las adecuadas medidas de

proteccion, etc.

Reglas criticas de higiene y seguridad
Al formarse como profesional, debe tener en cuenta una serie de normas, que contribuirdn a llegar a
resultados exactos, a un correcto desempefio en las actividades a desarrollar en un laboratorio, y al

cuidado de la salud.

Normas de bioseguridad que el alumno debera cumplir para trabajar en el laboratorio
Las normas de seguridad estdn hechas para la proteccién de su vida, por lo tanto su cumplimiento es
OBLIGATORIO. A saber:
1) Los pasillos de circulacidn, vias de evacuacion y puertas de emergencia del laboratorio deben ser
de libre circulacién y no estar obstruidas.
2) El uso del guardapolvo y guantes de latex es obligatorio dentro del laboratorio. El uso de

barbijo y lentes es obligatorio en el trabajo practico que lo requiera.

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017
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3) No se permitird la entrada a los laboratorios con pantalones cortos, chinelas o cabello largo
suelto.

4) Esta terminantemente prohibido fumar, comer, e ingerir bebidas en el laboratorio.

5) Deberd mantener su mesada y pileta limpias. Para ello a cada trabajo préctico debe traer una
rejilla o repasador limpio.

6) Al comenzar el trabajo préctico, todo el material debe estar limpio y seco para evitar
inexactitudes.

7) No malgaste los reactivos. No los impurifique con pipetas sucias, esto perjudicara su trabajo y el
de sus compaiieros. Nunca devuelva al recipiente original una sustancia que se ha sacado del
mismo, pues podria contaminarla.

8) Cuando trabaje con material bioldgico (sangre total, suero, orina) utilice guantes, considerélo
material infecto contagioso, por lo tanto use los elementos de proteccién individuales adecuados.

9) Los tips y pipetas, luego de ser utilizados deberan ser descartados dentro de los correspondientes
recipientes con lavandina, para una descontaminacion previa al lavado final. No los deje
apoyados sobre la mesada.

10) No deberd pipetear 4dcidos, dlcalis, o cualquier producto corrosivo o téxico, con la boca, use una
pera o propipeta. Si algin reactivo es accidentalmente ingerido, avise de inmediato al personal
docente.

11) Si algin liquido corrosivo toca su cuerpo, use la ducha y lave la zona afectada con abundante
agua, si los afectados son los ojos use el lavaojos y ldvelos durante 15 minutos luego solicite
primeros auxilios.

12) Todas las operaciones que desprendan gases toxicos y/o irritantes deberdn efectuarse bajo la
campana extractora sin excepcion.

13) En caso de derrame de 4cidos 6 solventes se procedera a volcar sobre el mismo un balde de arena
destinado a tal fin, ubicado en nuestro laboratorio, en la mesa lateral.

14) Cuando realice la dilucion de un acido proceda a afiadir lentamente el acido al agua contenida en
un vaso, agitando constantemente y enfriando el vaso receptor. Nunca aifiadir agua al acido (no
se debe bariar el dcido).

15) Uso y Tratamiento de reactivos y soluciones quimicas:

a- Al usar cualquier tipo de reactivos, aseguirese que es el correcto y lea bien su etiqueta. Si es
transferido a otro recipiente, rotilelo de nuevo.

b- Todos los reactivos deberdn manejarse con el material perfectamente limpio. Todos los sélidos
deberdn manejarse con espétula.

c- No utilizar reactivos sin haber registrado sus propiedades en el cuaderno de laboratorio, enterindose
de los riesgos de su uso y tomando las precauciones pertinentes.

d- No manipular productos inflamables (benceno, tolueno, éter, etc.) en presencia de mecheros

encendidos.
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e- Cuando un reactivo requiera una agitacion vigorosa por inversién del recipiente, tdpelo con un
tap6n de vidrio esmerilado o de goma, nunca lo haga con la mano.

f- Al calentar una solucién y/o reactivo, hdgalo en recipientes adecuados para ese efecto.

g-Al calentar una solucién en un tubo de ensayo debe hacerse bajo el nivel del liquido y agitando
constantemente. No apuntar el tubo hacia compaiiero o a si mismo, pues puede proyectarse.

h- Cualquier material caliente debe colocarse sobre una placa resistente al calor.

i-Algunos desperdicios liquidos podran desecharse en las piletas de descarga con un rango pH
moderado de 6-8, dejando correr suficiente agua, ya que muchos de ellos pueden ser corrosivos.
Soluciones alejadas de estos pH deberan primero ser neutralizadas antes de desecharlas.

16) Todos los desperdicios sélidos y papeles, no patoldgicos o contaminantes, deberdn colocarse en
los botes de basura. Los residuos sélidos patolégicos o contaminantes deberan desecharse en los
recipientes con bolsas rojas destinados a tal fin. El material de vidrio roto debera descartarse en
recipientes especiales para ese efecto.

17) Luego de finalizado el trabajo prictico, lave el material, enjudguelo con agua destilada y déjelo
secar.

18) Controle que todo el instrumental que utilizé (espectrofotémetro, centrifugas, peachimetro, etc.)
quede limpio, apagado y cubierto con su funda si fuera necesario.

19) Las bromas en su trabajo pueden causar accidentes, no las haga, trabaje con seriedad pensando

que estd proximo a desempefiarse como profesional. En el laboratorio no corra, camine.
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ELABORACION DE CURVA DE CALIBRACION

Como otra aplicacién del TP N°1, Bioseguridad y Manejo de Instrumental de laboratorio, se
realizard una curva de calibracién para determinacion de proteinas por el método de Lowry.
Una curva de calibracién es una curva de referencia construida con concentraciones conocidas y
crecientes de una sustancia (por ejemplo, albumina sérica bovina) que se utiliza para determinar la
cantidad de esa sustancia (en el caso del ejemplo, proteinas) presente en una muestra incognita. A la
sustancia de concentracion perfectamente conocida que se utiliza para construir la curva de referencia
(albimina) se la denomina patrdn, testigo o estdndar.

En muchas determinaciones se cumple una relacién proporcional entre la magnitud o intensidad de

color que da una reaccion y la cantidad del reactivo que la provoca. Por ejemplo: si la presencia de

10 ug de proteinas en una solucién genera la aparicién de un color azul pilido cuando es agregada a
una mezcla reactiva, la presencia de 20 ug de proteina dard lugar a que la solucién se torne azul mas
oscuro y asi sucesivamente.

Si se mide y se grafica, la intensidad de color desarrollado en funcién de las concentraciones
crecientes de la sustancia patrdn, se obtiene una curva que luego, por interpolacién, permite calcular la

concentracién de la misma en la muestra incégnita.

Espectrofotometria. Ley de Lambert y Beer

Los principios de la Absorciometria espectrofotométrica son frecuentemente utilizados en el
Laboratorio biolégico para la cuantificacion e identificacién de reacciones quimicas y enzimaticas.

Los métodos absorciométricos permiten determinar la fraccién de radiacién absorbida por un
componente en estudio. Estos son métodos dpticos basados en la absorcién o emisiéon de energia
radiante.

La espectrofotometria de Absorcién se puede realizar en la zona ultravioleta (regiéon UV: 200-
400 nm de longitud de onda) y en la zona visible (regién visible: 400-800 nm) del espectro
electromagnético, usando equipos llamados espectrofotémetros y fotocolorimetros.

Si la luz blanca atraviesa una solucién que contiene un componente coloreado, ciertas
longitudes de onda () son selectivamente absorbidas y el color resultante se debe a la luz transmitida.
Cada sustancia tiene un espectro de absorcidn caracteristico que permite identificarla.

Si la luz incidente de una determinada longitud de onda es absorbida por una sustancia, la
cantidad de luz absorbida por la misma permite cuantificarla.

Cuando sobre una celda de paredes planas, paralelas que contienen una solucidn transparente,
sin material en suspension, incide en forma perpendicular un haz de rayos paralelos de luz
monocromatica (de longitud de onda especifico) la energia de la luz incidente se distribuye
principalmente en dos:

a) la energia absorbida por la solucién
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b) la energia transmitida que es lo percibido por el ojo humano o detector del
espectrofotémetro y cuya intensidad a una determinada longitud de onda, estd vinculada a
la “concentracién de la especie absorbente” y a la “longitud del camino 6ptico”

Estas observaciones fueron generalizadas en la Ley de Lambert y la de Beer, que rigen la
Espectrofotometria.

Lambert estableci6 que la cantidad de luz absorbida, a una determinada longitud de onda, depende del
espesor del medio absorbente (longitud del camino 6ptico), lo cual conduce a la siguiente expresion

matematica.

I=Ipe X! (1)

I: intensidad de la luz transmitida
Io: intensidad de la luz incidente
I: longitud del camino ptico (espesor de la cubeta, constante)

k”: constante que depende de la temperatura, naturaleza del medio y A

Beer generaliz6 que la intensidad de la luz absorbida es directamente proporcional al logaritmo de la

concentracién de componente en solucion:

I=Ipe ¥ 2)

c: concentracion de la especie absorbente (moles/ litro)

k”": depende directamente de 1 y de A

La Ley de Beer expresa lo mismo que la de Lambert pero con respecto a la concentracién del

componente interpuesto en el camino del haz.

Si se consideran ambas variables, 1 y ¢, en forma simultdnea se tiene

[=1p. e kle 3)

En otra forma:

I:Io.lO'a"’ 4)

Ley de Lambert — Beer
Donde a: absortividad = k" / 2,303
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Definiendo transmitancia como: T=1/1 y reemplazando en (4) se obtiene:

I[/To=T=10"2"¢ (5)

La Absorbancia(en el pasado llamada Densidad 6ptica) se define como:

A=-logT 6 A=log I/T (©6)

Tomando log en (5) y multiplicando ambos miembros por -1 se obtiene:

A=al.c

Como las cubetas que se utilizan estdn calibradas en ancho constante, entonces entre la
absorbancia y concentracion existe una relacién lineal.
Cuando c esta expresada en mol/l y 1 en cm; a expresa la absortividad molar o Coeficiente de

Absorcion molar (g)(en unidades litros / mol . cm)

Entonces la Ley de Lambert y Beer se puede escribir también: A=¢g¢.l.c

En Absorciometria se puede utilizar la expresion de transmitancia (T), pero es mads util la absorbancia
(A), debido a su dependencia lineal con la concentracién y la longitud del camino 6ptico, como lo

muestra el siguiente grafico:

Concentracion

La Ley de Lambert es exacta y aplicable a cualquier medio absorbente (gas, liquido, solucién),
pero la de Beer tiene excepciones (alteracion en los instrumentos, factores quimicos implicados en la
reaccion y otros errores).

Las medidas se realizan habitualmente con un espectrofotometro, cuyos componentes
principales son:
1. Fuente de radiacién: ldmpara de W, H, o Deuterio.
2. Control de longitud de onda: prisma o red de difraccion.

3. Ranura ajustable.
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4. Receptaculo para la solucién muestra: cubeta de vidrio, cuarzo o pléstico.
5. Fotodetector: célula fotoeléctrica.

6. Instrumento de medida: galvanémetro o potenciémetro.

Esquema sencillo de un espectrofotémetro.

2 (3) 4) (&)

luz  blanca A |:| (6)
(HQ —dﬁb II |:| —_— ® -| galvanémetro
v
N

luz célula fotoeléctrica

monocromatica

La celda o cubeta debe tomarse por sus caras opacas 'y colocarla de forma que la radiacién incida

sobre las caras pulidas.

Medidas espectrofotométricas:

1. La Absorbancia de una solucién de la sustancia a determinar se lee a una concentracion tal que
dicha absorbancia caiga entre 0,3 y 0,7 unidades.

2. Con la misma solucién se realiza una Curva Espectral a una concentracién constante. Se mide la A
variando laA. A partir de esta curva se selecciona la A maxima, para usarla como A de trabajo.

A

c=cte

\ 4

A (nm)
3. Se preparan una serie de soluciones patrén del componente a determinar de concentracién
creciente y perfectamente conocida, con concentraciones que estén en el rango de 0.100 y 0.700
unidades de A.
4. Si es necesario se realiza una reaccién de color con un reactivo cromogénico adecuado, tanto en

las soluciones patrones como en la muestra.
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S. Selee la A de los patrones a la A seleccionada (a partir de la Curva Espectral), manteniéndola cte.
La grifica A vs Concentracién permite verificar la Ley de Beer y calcular el valor de €. La
representacion grafica de la misma se la denomina curva de calibracion.

A
A

A=cte

.
L

Conc.
6. Se mide la A de la muestra desconocida a la misma A y se determina su concentracién usando el
valor de € calculado o interpolando en la curva de calibracién.
7. Las medidas espectrofotométricas se realizan tomando como referencia una solucién Blanco que
contiene todos los reactivos y fue tratado en condiciones experimentales igual que la muestra, pero no
contiene la sustancia a determinar.

La Curva de Calibracion permite asi el calculo de la concentracién del componente, que
absorbe a esa longitud de onda. Dado que se trabaja con datos reales, los graficos que se obtienen no
son tan ideales, pero esta situacion no es un obstaculo ya que dentro de ciertos valores es posible trazar
la recta mas probable que une una serie de puntos, con el uso de los programas de calculo de las
computadoras. Dicha respuesta no es lineal en todo el rango de concentraciones posibles, sino dentro
de un conjunto de valores que dependen de numerosos factores dependientes del método de medicidn.
En general los equipos de medicién mantienen la linealidad para valores de absorbancia menores a
uno. En este trabajo practico se confeccionard la curva de calibracién para la determinacién de

proteinas.

CURVA DE CALIBRACION DE PROTEINAS

Fundamento Teérico

El método de Lowry (1951) es un método colorimétrico de valoracién cuantitativa de las
proteinas. A la muestra se le afiade un reactivo que forma un complejo coloreado con las proteinas,
siendo la intensidad de color de la disolucidn resultante proporcional a la concentracién de proteinas
segun la ley de Lambert-Beer (ver apartado de fotometria).

Este método consta de dos etapas: en la primera, los iones Cu**, en medio alcalino, se unen a las
proteinas formando complejos con los dtomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos

Cu*-protefna tienen un color azul claro. Ademds, provocan el desdoblamiento de la estructura
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tridimensional de la proteina, exponiéndose los residuos de tirosina que van a participar en la segunda
etapa de la reaccién. El Cu** se mantiene en solucién alcalina en forma de su complejo con tartrato.

En la segunda etapa, el cobre actia como catalizador de la reduccién, también en medio basico,
del reactivo de Folin-Ciocalteau, por parte de los grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en
la mayoria de las proteinas. El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el 4cido
fosfomolibdotiingstico, de color amarillo, que al ser reducido por los fenoles da lugar a un complejo de
color azul intenso.

La reaccién que tiene lugar entre las proteinas y el reactivo se puede representar de la forma siguiente:

restos fanélicos
de tirosinas

@ OH Reactivo de Folin
(We+, Mo®*)

__z__g_-g_-z_.?b-- @ on {color amarillo)

ol
- ‘ '.." o [ »
GAGge T T T T T
OH R OH
Complejo Cu?*-proteina o Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido
(color azul pélido) { WE+ , Mot )

o (color azul)

Material

- Tubos de ensayo

- Pipetas

- Espectrofotémetro

- Cubetas de medicion.

Reactivos

-Reactivo A: Na,COs al 2%, NaOH 0,1 M

- Reactivo Bi: CuSO45H;0 al 1%

- Reactivo Bs: tartrato sédico-potdsico al 2%

- Reactivo C: Se prepara en el momento de iniciar el ensayo, mezclando A, By B, en proporciones
50:0,5:0,5 (en volumen)

- Reactivo Folin-Ciocalteau: reactivo comercial diluido a 1/4

- Solucién patrén: albimina de suero bovino (1 mg/ml)
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Procedimiento experimental

Para construir la curva de calibracion, tomar diferentes volimenes de una solucion de albumina
de suero bovino (1 mg/ml) tal y como se detalla en el cuadro. La concentracién que tienen las muestras
problema se determina por interpolacién de sus valores de absorbancia en la curva patrén. El primer tubo,
que sélo contiene agua destilada y los reactivos, sirve de blanco para el ajuste del espectrofotdmetro a cero
de absorbancia.
Pasos a seguir:
a- Enumerar 6 tubos de Kahn del 1 al 6, por duplicado.
b- Preparar el reactivo C, a partir de los reactivos A, B1y B en las proporciones indicadas en “Reactivos”.
c- Adicionar el volumen de agua, solucién patrén de albimina o muestra, indicados en la tabla que sigue a
continuacion.
d- Adicionar a todos los tubos el reactivo C. Mezclar el contenido de cada tubo y dejarlo reposar 10
minutos a temperatura ambiente.
e- A continuacién, afiadir a todos los tubos el reactivo de Folin (diluido 1/4), mezclando bien. Dejar
reposar 30 minutos para que se desarrolle completamente la reaccién coloreada.
f- Leer las absorbancias en el espectrofotometro a 750 nm. Previamente el aparato se ajusta a A=0 con el
blanco (tubo n° 1); de esa forma sélo se mide el color producido por las proteinas, puesto que se resta el
color debido a los reactivos.
g- Obtener la curva de calibracién representando en ordenadas las absorbancias, corregidas y
promediadas, de los tubos 1 a 6 frente a la concentracién (o cantidad) de proteina en cada tubo, que
previamente se ha calculado a partir de la concentracion del patrén de albimina (Img/ml) y los

volumenes utilizados en cada tubo.

Reactivos \ Tubos 1-1° 2-2° 3-3° 4-4° 5-5° 6-6°
Agua 0,4 ml 0.38 ml 0.36 ml 0.34 ml 0.32 ml 0.3 ml
Testigo Albimina - 20 ul 40 ul 60 ul 80 ul 100 ul
(1Img/ml)
Reactivo C 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml
Mezclar y dejar 10 min a temperatura ambiente.
Reactivo de Folin 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
(dil. '4)
Mezclar y dejar 30 min a temperatura ambiente.
Abs a 750 nm
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DISENO DE MODELO ANIMAL PARA LOS TRABAJOS PRACTICOS DE
LABORATORIO

Estados metabdélicos: ayuno y realimentacion

MODELO EXPERIMENTAL

Se utilizardn seis animales adultos del mismo sexo, que serdn divididos en 3 grupos: control, ayunados
y realimentados. El grupo ayuno serd ayunado por 12 hs, posteriormente serdn sacrificados por
decapitacion bajo adormecimiento con CO,. El grupo realimentado tendra acceso al alimento durante
2h luego del ayuno, al término de este periodo serdn sacrificados igual que el grupo ayuno. El grupo
control serd sacrificado sin ayuno. En los tres grupos se recolectard la sangre con heparina para
obtener el plasma, y el higado serd reservado a -20°C. El plasma serd alicuotado y guardado a -20°C,
en algunos casos cubierto con papel de aluminio para evitar la degradacién de metabolitos.

Para cada grupo los alumnos realizaran las siguientes determinaciones:

1- Metabolismo de hidratos de carbono: glucemia. Actividad de LDH

2- Metabolismo de lipidos: colesterol y triglicéridos plasmaticos. Lipidogramaelectroforético.

3- Metabolismo de aminodacidos: actividad de transaminasas por métodos coloriméticos y
cinéticos en plasma e higado.

4- Metabolismo de nucledtidos: determinacién de dcido trico.

5- Integracién de los datos obtenidos, explicacion metabdlica de los mismos.
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N°2
METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO. DETERMINA CION DE GLUCOSA Y
ACTIVIDAD DE LDH EN PLASMA
Objetivos
Que el alumno sea capaz de:
v Comprender el fundamento tedrico de las técnicas para la determinacion de glucosa y
de actividad de LDH, en plasma de un modelo animal.
v Adquirir destreza en el uso del material e instrumental del laboratorio.

v'Interpretar los resultados obtenidos a partir del dato experimental.

Introduccién tedrica

Los hidratos de carbono representan una parte importante de la dieta, estos sufren procesos
digestivos hasta monosacéaridos, son absorbidos en la mucosa intestinal y metabolizados en las células.
Glucosa es el monosacarido mayoritario, también se encuentra fructosa y galactosa. Luego de la
absorcién, los monosacdridos son mayormente transportados al higado por la vena porta, alli son
metabolizados para dar intermediarios comunes a los obtenidos desde glucosa.
La principal funcién de glucosa es oxidarse para producir energia utilizable, ademds de servir de
materia prima para la sintesis de distintos compuestos utiles para el desarrollo, crecimiento y
mantenimiento de los organismos.
El higado capta gran parte de la glucosa y la almacena en forma de glucégeno. Todos los tejidos
reciben un aporte continuo de glucosa y algunos tienen capacidad para sintetizar y almacenar
glucégeno, sin embargo, estos procesos son mas significativos en higado y miisculo. El gluc6geno
hepético es degradado hasta glucosa en un proceso llamado glucogendlisis, el cual es un importante
mecanismo para mantener constante el nivel de glucosa en sangre en los intervalos entre las comidas.
Este mecanismo es vital, especialmente para el sistema nervioso central, ya que éste depende
exclusivamente de la glucosa sanguinea para obtener la energia, como asi también los eritrocitos que
carecen de mitocondrias.
El misculo, en cambio, degrada el gluc6geno para el trabajo contractil; a diferencia de higado, no cede
glucosa libre a la circulacién sino que ésta se oxida hasta piruvato y lactato. En condiciones de
suficiente suministro de oxigeno, el piruvato formado en misculo es oxidado hasta CO, y H2O. Sin
embargo, en condiciones de actividad contrictil intensa la provisién de oxigeno no alcanza y el
piruvato formado es reducido a lactato, por accién de la enzima citosélica Lactico Deshidrogenasa
(LDH), para regenerar el NAD" y mantener en funcionamiento la via glicolitica y la provisién de
ATP, en condiciones de anaerobiosis. El lactato, pasa a la sangre y es captado por el higado donde se
convierte nuevamente en piruvato por la LDH hepdtica y por gluconeogénesis se utiliza para sintetizar
glucosa y glucégeno, que puede ser utilizado cuando el organismo lo requiera. Este proceso ciclico se

denomina Ciclo de Cori.
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SANGRE HIGADO SANGRE MUSCULO
Vena porta Circulacion general
GLUCOGENO GLUCOGENO
Glucog; no-| | G "?@Se - Glllcoggno-
Fructosa \\STWSIS ! nolisis génesis

GLUCOSA——= GLUCOSA —— GLUCOSA — GLUCOSA

/ |

Galactosa 1 {
.. | |G -
Glucolisis | | ~génesis. GLUCOSA-6-P
Metabolitos lGlucélisis
Y : glucogénicos co,
PIRUVATO no glucidicos h,0 " PIRUVATO
LACTATO LACTATO =—— LACTATO

En el trabajo practico, se determinardn parametros del metabolismo de carbohidratos, tales como los
niveles de glucosa y la actividad de LDH en plasma. La LDH es una enzima citosdlica que presenta
valores basales en plasma debidas al recambio normal celular, valores incrementados indican dafio
tisular. El origen del dafio puede determinarse por la isoenzima de LDH presente en plasma, ya que la

expresion de isoenzimas es caracteristica de tejido.

a) Determinacion de glucosa

Fundamento del método: La glucosa es oxidada enziméticamente por la glucosa oxidasa (GOD) a
acido glucénico y H,O», el cual en presencia de una peroxidasa (POD) produce la copulacion
oxidativa de fenol con 4-aminofenazona dando lugar a la formacién de un cromégeno rojo con

absorbancia a 505 nm de acuerdo a la siguiente reaccion:

Glucosa -&lucosaoxidasa,  40ido glucénico + HO»
H,O: + 4-aminofenazona + Fenol —peroxidasa Quinonimina
La quinonimina es un compuesto de color rojo que tiene un pico de absorcién a 505 nm. La

intensidad de color es proporcional a la concentracion de glucosa.

Reactivos:

-Standard: solucidn de glucosa 1g/1

-GOD/POD: solucién de glucosa oxidasa (1000U/1) y peroxidasa (120 U/1)
-4-AF: solucién de 4-aminofenazona (25 mmol/l) en buffer tris.

-Fenol: solucion de fenol (55 mmol/l)
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Muestra: plasma

Técnica:
TUBOS BLANCO TESTIGO | MUESTRA
Muestra (pl) - 10
Testigo (ul) ---- 10 ---
Rvo. de trabajo (ml) 1 1 1

Mezclar e incubar 10 min a 37 °C. Leer a 505nm.
Calculo de los resultados: Corregir las lecturas de absorbancia restando el valor obtenido en el tubo
blanco al resto de los tubos. Determinar la concentracién de glucosa del tubo muestra de acuerdo a la
siguiente ecuacion:
Glucosa g/l: Abs. M corregida x f f=1,00¢g/1
Abs. Std. Corregida

b) Determinacién de actividad de LDH
Fundamentos del método: Basado en el siguiente esquema de reaccion:

LDH
Piruvato + NADH + H* ——>  L-lactato + NAD"

Reactivos
-Reactivo A: viales conteniendo NADH.

-Reactivo B: solucién de buffer Tris, pH 7,2 conteniendo piruvato y cloruro de sodio.

Concentraciones finales

TEIS e 80 mM, pH 7,2
PIruvato .....ooooiiiiiiiiiieeieeeeeeee e 1,6 mmol/l
NADH ..ot 0,2 mmol/l
CING o 200 mmol/l

Instrucciones para su uso

Reactivo A: agregar el volumen de Reactivo B indicado en el rétulo a un vial de Reactivo A. Tapar y
agitar suavemente por inversion hasta disoluciéon completa. Fechar.

Reactivo B: listo para usar.

Indicios de inestabilidad o deterioro de los reactivos: Cuando el espectrofotémetro ha sido llevado
a cero con agua destilada, lecturas de absorbancia del Reactivo A reconstituido inferiores a 0,800 D.O.

o superiores a 1,800 D.O. (a 340 nm)son indicio de deterioro del mismo.

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017

Pégina8 8



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS LIC EN BIOLOGIA MOLECULAR

Muestra: Suero o plasma, obtenido de la manera usual. En caso de que la muestra a emplear sea
plasma, debe usarse heparina como anticoagulante. Las muestras con hemdlisis visible o intensa
pueden producir valores falsamente aumentados por lo que no deben ser usadas. La muestra debe ser

preferentemente fresca. La LDH es estable hasta 24 horas en refrigerador. No congelar.

Técnica:
En una cubeta mantenida a la 37°C, colocar:

> Reactivo A reconstituido : 1 ml
Preincubar unos minutos, luego agregar:

» Muestra 20 ul
Mezclar inmediatamente y disparar simultineamente el cronémetro. Esperar 30 segundos. Leer la
absorbancia inicial y luego a los 1, 2 y 3 minutos de la primera lectura. Determinarla diferencia
promedio de absorbancia/min (AA/min), restando cada lectura de la anterior y promediando los

valores. Utilizar este promedio para los calculos.

Calculo de los resultados
LDH (U/1) = AA/min x factor

El factor depende de la temperatura de reaccion y de la técnica empleada, en este caso para 37 °C y

con los volimenes utilizados f: 8,095

Importante: si la absorbancia inicial es baja, una vez agregado el suero, la primera lectura (tiempo
0) inferior a 0,800 D.O. estando el sustrato (Reactivo A) en condiciones, indica una muestra con muy
alta actividad de LDH (que consume NADH atin antes de esta lectura). En este caso, repetirla
determinaciéon con muestra diluida 1/10 con solucién fisiolégica y multiplicar el resultado por la

dilucién efectuada.

AREA DE QUIMICA BIOLOGICA 2017

Pégina8 9



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS LIC EN BIOLOGIA MOLECULAR

TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N°3
METABOLISMO DE LIPIDOS

Determinacion de Triglicéridos y colesterol total.

Separacion de Macromoléculas por Electroforesis en Gel de Agarosa: Lipidograma

Objetivos
Que el alumno sea capaz de:
v Comprender el metabolismo de los triglicéridos y colesterol.
v Adquirir destreza en las técnicas de determinacion de triglicéridos y colesterol por métodos

colorimétricos y en la separacién de macromoléculas por electroforesis en gel de agarosa.

Introduccién

Los lipidos son moléculas orgdnicas que se caracterizan por su hidrofobicidad, su estructura
quimica es muy diversa y desempefian funciones bioldgicas variadas: almacenamiento de energia
quimica, componentes estructurales de membrana, proteccién, vitaminas, hormonas, mensajeros
intracelulares.

De acuerdo a la distribucién tisular y funciones podemos distinguir lipidos de depdsito y
constitutivos. Los lipidos de depdsito se encuentran en el tejido adiposo subcutdneo y en el que rodea
algunos Organos, estdn constituidos en su mayoria por triacilglicéridos, una pequefia parte de
colesterol y lipidos complejos. Su funcién es servir de reserva energética, ademds de actuar como
aislante térmico y cubierta protectora o sostén de érganos. Los lipidos constitutivos forman parte de
las membranas y otras estructuras celulares, comprenden principalmente fosfolipidos, glucolipidos y
colesterol.

Los triacilgliceroles deben hidrolizarse para que la célula pueda utilizarlos, tanto los que se
encuentran en los lipidos de depdsito como los que son transportados por lipoproteinas
(Quilomicrones y VLDL). En tejido adiposo hay una permanente degradacion de los triacilgliceroles
llamada lipdlisis, y es catalizada por lipasas intracelulares que son reguladas de acuerdo a los
requerimientos del organismo. Como resultado de esta lipdlisis se obtienen dcidos grasos libres y
glicerol que se liberan al plasma, los primeros se unen en el plasma a la albdimina para ser
transportados hacia los tejidos. Los triacilgliceroles transportados por lipoproteinas son hidrolizados
en los capilares sanguineos por accién de la lipoproteinlipasa, los dcidos grasos ingresan a las células
y el glicerol es captado por las células que contienen el sistema enzimatico para su utilizacion.

El colesterol es sintetizado por casi todos los tejidos, principalmente higado, ademas de
intestino, génadas, glandula suprarrenal, piel, musculo y tejido adiposo. Se debe considerar también el
colesterol que es ingresado por la dieta diariamente. Es absorbido en intestino en estado libre y es

esterificado dentro de las células de la mucosa, principalmente con &acido oleico, en una reaccion
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catalizada por la acil-CoA-colesterol transferasa (ACAT). Los ésteres del colesterol exdgeno son
incorporados, junto con los triacilgliceroles, en los quilomicrones y enviados a la sangre, donde son
degradados por accién de la lipoproteinlipasa, las particulas residuales o remanentes, que contienen
colesterol esterificado, son captadas por el higado para su degradacion final a 4cidos biliares. El
colesterol circula en plasma unido a diferentes lipoproteinas, pero la mayor parte estd asociada a LDL
(lipoproteina de baja densidad), dos terceras partes del total se encuentra esterificado. La esterificacién
es catalizada por la lecitina-colesterol-aciltransferasa (LCAT) en las HDL (lipoproteinas de alta
densidad), estas lipoproteinas reciben el colesterol libre extrahepdtico, lo esterifican y transfieren a
VLDL y quilomicrones intercambidndolo por triacilgliceroles; este proceso requiere de una proteina
transportadora de colesterol esterificado (CETP) y se conoce como transporte reverso de colesterol.
Las LDL se unen a receptores especificos y son internalizadas por endocitosis, los ésteres de colesterol
son degradados en lisosomas y los productos liberados al citosol. El nivel de colesterol intracelular
tiene actividad regulatoria a distintos niveles: a) el aumento de colesterol inhibe la via de sintesis a
nivel de la enzima Hidroximetilglutaril-Co A reductasa; b) el exceso de colesterol es almacenado
como ésteres de colesterol, por accién de la ACAT; c) el aumento de colesterol inhibe la sintesis del

receptor de LDL.

En el trabajo prictico realizaremos una evaluacién de los niveles plasméaticos de colesterol y
triacilgliceroles, ademas del estudio de las lipoproteinas plasmadticas por electroforesis, en distintas

condiciones de metabdlicas de ayuno o alimentacién.

A- Método enzimatico colorimétrico, GPO/ PAP AA (Wiener lab)
Fundamento del método: El método se fundamenta en el siguiente esquema de reaccion:
Triglicéridos _ Lipasa Glicerol + Ac. grasos

Glicerol + ATP gliceroguinasg glicerol-1-P + ADP

GPO
Glicerol-1-P +Q; ——» H;0; + dihidroxiacetonafosfato
2 H;0: + 4-AF + clorofenol POD quinonimina roja

e

Condiciones de trabajo: Temperatura de reaccién: 37 °C, tiempo de reaccién: 5 min., pH 7,5
Reactivos: El equipo provee los siguientes reactivos:

-Testigo: solucién de glicerol (equivale a 2 g/l de trioleina)

-Enzimas: Viales conteniendo Lipoprotein lipasa, Gliceroquinasa, Glicerol fosfato oxidasa,
Peroxidasa, ATP y 4- aminofenazona.

-Buffer: Solucién de buffer conteniendo clorofenol, pH 7.5
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Muestra: Suero o plasma

Técnica:

TUBOS BLANCO TESTIGO MUESTRA
Muestra (ul) -——- - 10
Testigo (pl) 10 -
Rvo. de trabajo (ml) 1 1 1

Mezclar, incubar 5 minutos en bafio de agua a 37°C o 20 minutos a temperatura ambiente. Enfriar y
leer a 505 nm llevando a cero el aparato con agua destilada.

El color de reaccidn es estable 60 minutos.

Calculo de los resultados:

TG g/1=D x factor factor = 2gr/l
T
M= Abs v- Abs s T= Abs 1 - Absp

B- Determinacion de Colesterol Total: Método enzimatico.

Fundamento del método: El colesterol es oxidado enzimaticamente por la colesterol oxidasa
(CHOD) previa hidrélisis de los ésteres mediante una colesterol esterasa (CHE). El agua oxigenada
generada en presencia de fenol reacciona con la 4-aminofenazona mediante una reaccién catalizada

por una peroxidasa (POD). El producto coloreado tiene su absorbancia maxima a 505 nm.

CHE
Esteres del colesterol - 5 colesterol + acidos grasos
CHOD
Colesterol+0O; - 5 colesten-3-ona + H,O:
POD
H>0,+4-AF + fenol - 5 quinonimina roja

Péginag 2
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Técnica:

TUBOS BLANCO TESTIGO | MUESTRA
Muestra (ul) -——- - 10
Testigo (pl) 10 -
Rvo. de trabajo (ml) 1 1 1

Mezclar por rotacion. Dejar 15 minutos a temperatura ambiente. Leer en espectrofotémetro a 505 nm.
Célculo de los resultados:

Colesterol total (mg/dl) = Absorbancia de la Muestra x f f= 200 mg/dl
Alestigo

C- LIPIDOGRAMA ELECTROFORETICO

Las lipoproteinas plasmaticas se pueden separar en funcién de su diferente movilidad en un
campo eléctrico. Utilizando gel de agarosa, se obtienen fracciones (coincidentes con la
ultracentrifugacion, considerado método patrén) que migran en distintas bandas: a-(HDL), pre-p
(VLDL) 6 p (LDL). Las particulas con mayor carga negativa (o) son las que se mueven mas
rapidamente. Los quilomicrones, que son segregados en el estado postpandrial pueden verse atrapados

en el origen.

Materiales:

> Buffer veronal-veronal sédico 0,05 M; pH = 8,6. Disolver 10,3 g de veronal sédico; 1,34 g
de veronal en 700 ml de agua destilada, calentando si es necesario, completar a 1000 ml con agua
destilada. Ajustar con HCl si fuera necesario. Conservar a 4°C.

» Solucion de agarosa (0,6 % p/v). La agarosa es un polimero lineal de galactosa que se
obtiene por procesos de acetilacion y saponificacion del agar.
Disolver 0,6 g de agarosa en 100 ml de Buffer veronal-veronal sédico, calentando hasta disolucién
total, hasta comienzo de ebullicién, fraccionar en tubos y guardar a 4°C. La solucién solidificada se
conserva durante aproximadamente 20 dias.

» Solucioén fijadora: Etanol: Metanol : Isopropanol : Agua (45:1:1:20).

» Colorante: Sudan Black tifie los lipidos reaccionando en primer lugar con las uniones ésteres
de triglicéridos y colesterol. Como las fracciones de las lipoproteinas toman el colorante con diferente

intensidad las bandas no son cuantificables.
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Disolver 0,4 g de Sudan Black, 4 g de Acetato de Zn y 120 ml de etanol absoluto en 80 ml de agua
destilada. Primero se disuelve en agua el acetato y por separado el colorante en etanol. Dejar reposar y
filtrar antes de usar.

» Soporte: portaobjetos de 7 x 2,6 cm, perfectamente limpios y desengrasados con alcohol
70%.

» Trozos de agujas de 0,9 mm de didmetro cortadas en los extremos logrando 18 cm de
longitud.

» Puentes de papel de filtro embebidos en Buffer veronal-veronal sédico. Conservar a 4°C.

» Muestra: la determinacion se efectia utilizando el plasma, recogiendo la sangre con solucién
de EDTA al 5% en proporcion de 0,1 ml para 1 ml de sangre (¢l EDTA es el
anticoagulante de preferencia ya que retarda la autooxidacion de los lipidos y la degradacion
oxidativa de las apoproteinas, particularmente la de 1a ApoB). También puede usarse suero.
La muestra debe conservarse a 4°C. No deben ser congeladas porque se alteran las

estructuras de los QM y VLDL.

Técnica:

a) Sobre un portaobjetos limpio y desengrasado con alcohol, distribuir con una pipeta 1,8 ml
de la solucion de agarosa, calentada a bafio Maria. Inmediatamente, colocar a 2 cm del borde un
trozo de aguja, cuidando de hacerlo antes que solidifique el gel. Esperar 10 min. y retirar la aguja con
un iman.

b) En la canaleta asi formada sembrar alrededor de 10 pl de suero con una micropipeta.

Una de las muestras debe ser coloreada con azul de bromofenol (una punta de espatula cada
10 ml de metanol). El azul de bromofenol ha sido empleado para la tincién de las bandas proteicas en
agarosa, da un color mas intenso con la albiimina (proteina plasmatica de mayor PM) que con las
globulinas, por tal razén cuando se mezcla con el suero para sembrar como testigo de corrida, ésta va
a ir primero antes de las HDL. Controla el frente de corrida.

¢) Colocar los portaobjetos con las muestras en la cuba de electroforesis y hacer
conexiones con el Buffer por medio de puentes de papel de filtro. Aplicar el amperaje adecuado (3
o 5 mA/portaobjeto). La electroforesis se detiene cuando la banda de azul de bromofenol se ha
desplazado 4 cm (3 hs. aprox.).

d) Sumergir los portaobjetos en la solucion fijadora durante por lo menos 2 hs. Retirarlos,
cubrirlos con papel de filtro mojado con agua destilada y colocarlos en estufa entre 55°C — 60°Chasta
lograr el secado correcto y la deshidratacion de la agarosa.

e) Luego se sumergen los portaobjetos en colorante 2 hs. Lavarlos bajo chorro de agua
destilada y dejarlos secar al aire.

De la observacion de las bandas, realizar la evaluacion semicuantitativa del lipidograma.
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LIPIDOGRAMA ELECTROFORETICO (Lab Quimica Bolégica, cortesia Dra Silvia
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 4:
METABOLISMO DE AMINOACIDOS

DETERMINACION DE GLUTAMICO-OXALACETICO TRANSAMINASA Y
GLUTAMICO-PIRUVICO TRANSAMINASA (GOT Y GPT)

Objetivos
Que el alumno logre:
v Comprender la accién de las aminotransferasas GOT y GPT, su ubicacién celular y tisular y el
significado metabdlico del aumento de su actividad en plasma.
v Conocer el fundamento teérico de las técnicas de determinacién de actividad de
transaminasas.
v Adquirir destreza en técnicas de determinaciones de actividad enzimatica colorimétricas y

cinéticas.

Introducciéon

Las aminotransferasas son enzimas ampliamente difundidas en el organismo, que catalizan la
transferencia de un grupo amino de un aminodcido a un cetoicido, en una de las mds importantes
reacciones del metabolismo proteico. Estas enzimas son intracelulares y por lo tanto la actividad sérica
en condiciones normales es baja o nula. Un aumento de la actividad sérica serd evidencia de un
deterioro de los tejidos en que se encuentran.

La aspartato amino transferasa o glutimico oxalacético transaminasa (GOT) es una
enzima citoplasmética y mitocondrial que estd ampliamente distribuida en el organismo, en tejidos
tales como musculo esquelético, rifién, cerebro y fundamentalmente higado y corazén, donde se
encuentra en mayor concentracién. Cualquier alteracién de estos tejidos, que implique un aumento de
la permeabilidad o rotura de las membranas celulares, produce un aumento en los niveles de GOT
circulante, en forma proporcional al grado del dafio.

La alanina amino transferasa o glutamico piravico transaminasa (GPT) es una enzima
citoplasmadtica cuya mayor actividad se localiza en el tejido hepatico. En mucha menor proporcion, se
encuentra actividad de GPT en musculo esquelético, corazon, rifién, pancreas e eritrocitos. De tal
forma, la destruccién o cambio de permeabilidad de las membranas celulares en los tejidos antes
mencionados, provoca la liberaciéon de GPT a la circulacién sanguinea. Teniendo en cuenta su
distribucién, los mayores aumentos de actividad de GPT en suero, se producen como consecuencia de

alteraciones hepaticas tales como colestasis, hepatitis toéxicas o virales.

A) METODO COLORIMETRICO (Reitman y Frankel) (Equipo de laboratorio Wiener)

Fundamento del método:

Teniendo en cuenta que la GPT cataliza la siguiente reaccion:
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L-alanina + a-cetoglutarato ——— glutamato + piruvato
y que la cantidad de piruvato formado estd relacionado directamente con la actividad de la enzima en
suero, la determinacién del producto de reaccién en una medida de la misma. El piruvato formado
reaccionan con 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4 DNFH) produciéndose, en medio alcalino, un compuesto

coloreado cuya absorbancia se mide a 505 nm.

a-CETOACIDO

P
R t R R
HoN__ WNT

NH ? HO" “NH ?]
Niof E— N
o)
NZ, _NZ
oF O 0” Mo

2,4 DINITROFENILHIDRA CINA 2,4 DINITROFENILHIDRAZONA

Condiciones de trabajo: Temperatura: 37°C, pH 7.4

Reactivos: El equipo provee los siguientes reactivos:

-Sustrato GPT: L-alanina, a-cetoglutarato y buffer fosfato pH 7.4
-Reactivo de color: 2,4 dinitrofenilhidrazina y HCI concentrado

-NaOH 0.4 M

Muestras: Se utilizardn dos muestras de diferente origen: M 1) plasma de rata no hemolizado, M2)
homogenato de higado.

Obtencion de homogenato de higado de rata:

Tomar 2 gr de higado de rata, homogenizar con 5 ml de buffer fosfato pH 7,0. Centrifugar 10 minutos
a 1500 rpm, descartar el precipitado, del sobrenadante tomar 2 ml de muestra y llevar a 10 ml con
buffer fosfato. De esta muestra hacer una dilucién 1/20 para realizar la determinacién de
transaminasas por el método colorimétrico, si la lectura de absorbancia supera el valor de 0,800nm

realizar una dilucién mayor de la muestra.

Técnica: Utilizar para cada reaccion 4 tubos marcados, B1 (Blanco de plasma), B2 (Blanco de

homogenato de tejido, D1( plasma) y D2 (homogenato de tejido diluido 1/20):

B (1) B(2) D1 D2
Sustrato GPT 0,25 ml 0,25 ml 0,25 ml 0,25 ml
Suero 50 pl
Homogenato 50 ul

Incubar todos los tubos 30 minutos a 37°C

2,4 DNPH 0,25 ml 0,25 ml 0,25 ml 0,25 ml
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MI y M2 50 50 ul

Incubar todos los tubos 10 minutos a 37°C

NaOH 0,4 N 2,5 ml 2,5 ml 2,5ml 2,5 ml

Mezclar por inversion, leer en fotocolorimetro o espectrofotémetro a 505 nm, llevando el aparato a

cero con agua destilada. El color es estable durante 30 min.

Calculo de los resultados:

» Utilizando curva de calibracién, para muestras de suero:
La diferencia de lectura entre D y B es proporcional a la actividad de la enzima presente en la muestra.
Esta diferencia se transporta a la curva de calibracién previamente confeccionada, obteniéndose el
resultado directamente en U/I .

» Utilizando curva de calibracion, para muestra de homogenato de tejido:
Se realiza de la misma manera que el de las muestras de suero, pero el valor de U/l obtenido de la

curva de calibracién debe multiplicarse por el valor de la dilucién realizada a la muestra.

Si la actividad de la muestra de suero fuera mayor de 77 U/l de GOT o GPT debe repetirse la
determinacion diluyendo previamente la muestra con solucidn fisioldgica y el valor de la actividad de

la enzima debe multiplicarse por la dilucién realizada.
B) METODO CINETICO EN UV (Equipo de laboratorio Wiener o Boehringer)

Fundamento del método: La determinacién de la actividad de GOT por el método cinético se basa
en el siguiente esquema reaccionante.

GOT cataliza la siguiente reaccion:

L-aspartato + a-cetoglutarato ———> L-glutamato + oxalacetato

MDH (Malato deshidrogenasa) cataliza la siguiente reaccién:

oxalacetato + NADH + H* 4—' L-malato + NAD

La reaccidn principal, catalizada por la GOT, estd desplazada hacia la formacién de oxalacetato.
Este, reacciona inmediatamente con la MDH, de modo que la velocidad de oxidaciéon del NADH,
medida a 340 nm, es proporcional a la actividad de GOT de la muestra. En el medio de reaccidn,
ademds hay LDH (Lactato deshidrogenasa) suficiente para consumir los cetodcidos de origen

end6geno, evitando asf su interferencia.
Condiciones de trabajo: Temperatura: 25°C, pH 7.8
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Reactivos: El equipo provee los siguientes reactivos:
-Solucién Buffer/Sustrato: conteniendo Buffer Tris pH 7.8 y L-aspartato
-Enzima/Coenzima/a-cetoglutarato: cada comprimido contiene: MDH, LDH, NADH y a-
cetoglutarato.
Disolver un comprimido del reactivo 2 en 2 ml de solucién Buffer (reactivo 1).
Muestra: Suero fresco no hemolizado.
Técnica: En una cubeta mantenida a 25°C colocar:
Solucion reactiva: 1,0 ml
Preincubar unos minutos, luego agregar:
Muestra (suero): 100 pl
Mezclar y al cabo de aproximadamente 1 minuto leer la absorbancia inicial y disparar
simultidneamente el crondmetro. Repetir las lecturas exactamente 1',2'y 3'.
Determinar la diferencia promedio de A/min(AA/min ) restando cada lectura de la anterior y
promediando los valores. Utilizar este promedio para los célculos.

Calculo de los resultados: con las lecturas obtenidas completar el siguiente cuadro:

Tiempo 0 r 2' 3

Abs. 340 nm

AA/min

Promedio: AA/min L e eeiaaa

Calculo de la actividad de GOT:

GOT (U/l) = AA/min x factor

Cada equipo determina el factor correspondiente a una determinada longitud de onda y temperatura.
Si una vez agregado el suero, la primer lectura (tiempo 0) es inferior a 0.800 D.O., estando el sustrato
en condiciones, indica que la muestra posee muy alta actividad de GOT (que consume NADH atin
antes de esa lectura) o contiene una concentracidon de cetoacidos endégenos particularmente elevada.
En este caso, diluir el suero 1/10 con solucién fisioldgica y repetir la determinacién multiplicando el

resultado por la disolucion efectuada.
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N°5
DETERMINACION DE ACIDO URICO

Objetivos
Que el alumno sea capaz de:
v Comprender el proceso de degradacién de nucledtidos.
v" Adquirir destreza en técnicas de cuantificacién de dcido drico en plasma.

v'Interpretar los resultados obtenidos a partir del dato experimental.

Introduccion

El 4cido trico es un metabolito de las purinas, dcidos nucleicos y nucleoproteinas. La
concentracion de 4cido trico en suero depende de distintos factores como sexo, raza, dieta,
constitucion genética, embarazo, etc.

Distintos desérdenes metabodlicos estdn acompafiados de hiperuricemia, tales como
leucemia, policitemia, mieloma multiple, intoxicacién plimbica, por tratamiento con
citostdticos 6 con tiazida, pero es tipica de la artritis gotosa, cuando los niveles de 4cido tdrico
son mayores de 90 mg/1 los cuales se cristalizan al igual que sus sales en las articulaciones y
tendones de tales pacientes, causando las manifestaciones reumatoldgicas caracteristicas.
También es posible encontrar depdsitos de uratos en los tibulos renales o en el tejido
intersticial del parénquima renal con el consecuente riesgo de una insuficiencia renal en caso
de persistir la hiperuricemia.

Se ha observado en investigaciones recientes que las soluciones de referencia de dcido
urico preparadas con timerosal o estreptomicina como agente preservante, pueden ser
evaluadas por el método espectrofotométrico indirecto mediante una reaccidén quimica o
enzimatica. La informacioén obtenida, en cuanto a la estabilizacién de las soluciones de
referencia del urato, resulta de vital importancia para el desarrollo de la tecnologia de
produccion de éstas. Las sustancias antibacterianas probadas no garantizan por si solas la
proteccion de las soluciones que se someten a riesgo de contaminacién micética en el trabajo
diario, por lo que se recomienda estudiar la posibilidad de combinar los agentes
antibacterianos con agentes antimicoticos.

Fundamento del método

El 4cido urico es degradado enzimaticamente por la uricasa (UOD: Urato oxigeno reductasa) a
alantoina con produccién de diéxido de carbono y agua oxigenada. El agua oxigenada generada en la
oxidacion reacciona con la 4-amino fenazona (4-AF) y el 3,5 diclorohidroxibenceno sulfénico (3,5-

DHS) dando lugar a la formacién de una quinonimina roja:
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acido urico + 2HO + O UuobD , alantoina + HxO, + CO:
2H,O, + 4-AF + 3,5-DHS » quinonimina roja

POD
Reactivos

-Standard: Solucién de 4cido trico 100 mg/1.

-Reactivos: Uricasa, peroxidasa, diclorohidroxibenceno sulfénico (DHS), 4-Aminofenazona y
ferrocianuro de potasio

-Reactivo de Trabajo: Preparar de acuerdo a las instrucciones del equipo.

Muestra

Suero fresco. Puede conservarse hasta 3 dias en congelador.

Interferentes: Sueros ictéricos o con hemdlisis visible dan valores falsamente aumentados. Los
calmantes o analgésicos fuertemente reductores tales como dcido ascérbico, buscapina, etc.
suministrados en dosis elevadas consumen H>O,, dando valores falsamente disminuidos, razén por la

cual el paciente debera suspender la medicacién 12 hs. antes de la extraccién de sangre.

Técnica: Trabajar siguiendo el siguiente protocolo:

B T D
Muestra - - 20ul
Testigo - 20 pl -
Reactiv? de 1 ml 1 ml 1 ml
trabajo

Mezclar suavemente e incubar 15 min. a 37°C . Leer a 505 nm, llevando a cero con el blanco.

Calculo de los resultados

Acido Uricomg/l =D x f f=100mg/l / S
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CONTROL

AYUNO

AYUNOY

REALIMENTACION

GLUCOSA

LDH

COLESTEROL TOTAL

TRIGLICERIDOS

LIPIDOGRAMA

GOT PLASMA

GPT PLASMA

GPT HIGADO

ACIDO URICO

1) Con los conocimientos adquiridos hasta el momento explique los resultados obtenidos.

2) (Qué otras determinaciones propone realizar para completar la comprension de las vias metabdlicas

en estudio?
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